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. i 454313-3161 

rrriMQP TiiR invention 

tiski^ce is inade faecein to Fteni^ Paiteiit Api^Kcafion Se^ No. ■■ . ffled on 



Each of tte applications and p^nte cited m^^^^^^ 
tefeience oted in each of the applic^ons and patents (induing during the piosecution of each 
issued patent; "^#caMon died docunienis*^, ^d each of the PCX and foreign a^Keatiohs ot 
patents coixespoB^^ and/or cl^ndng jMority Stom any of these applications and patfiints, ahd 
eadk of ^e documents cited or lefemiced iii each of the ^lifi^on cited docnmei^ are here^ . 
expressly iaeofporated herem by refereoce. More gener^ly, docamdite pr lefeisnces aie cibsd in 
a^s text, either in a Reference List before the el^aai or in the text itself; and, each of ^ese 
doctoents or ref^^nces C^haccin-cited refeiensie^, as well as ea^ document or refeicencc cited 
ifiieachof 'flic;hCTi&-#ed reJteiees (i^ manttfectuia^ specifications, irestouctioflS, 

;t^;^bhjBi^y^^pxes$lyin^^ . ' 

. 1%iepres^ inventiara r^tes to unoeiunc^e^c cpmpositiqi^ "ftat are usefid f&t inducing 
^an; immnnegenic iesp6hse m a subject^ This presi^ invention *6laiiea to adoiiimstn^cnEi of 
^ iniionnQgeMc oppositions to wild^aimals, to induce in^tite asfeirfs an immimog 
z^)ense tib^ is protective a^iiifist West Nile yirus. The piesehi invention Mlh&r reliates to oial 
adim^^^f^ii ofthe ieatniinogenic con^sitions to ^e ^d anhooals. €(taL acfa^iniistraticm, s^ 
.in Imt, con^ges an effi<^l m?9m of iqwiiHiig^tkm in fhe wild. Fc^ovnbag coal 
aimiti^b»ydii, % %eM4^ of the wild iv^ni^ i^iii^ ovecaO iiu^denceof the infec^on 
: ^tbe p^it^oii is d^(^^ 

advantageouslyjfrim^^ orati^^i^i^ hlbiDd i]^ a mosqptp canier, 

4^adicatkig in^dons 'wiiis frotn the carrier, thus, itMnniiniaaHon Qf ^d animals can decre^ 
^ansniission of tite disease. Other aspects of ft© inVentipn are described in of are obvious from 
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Wifi StfKl domes8c«nfe art «1 lesovdr ftirfie wi^ Nito vbib and 
trtbratfohs. 



apropagsfBoQiydetpr.as p.resiitt ofiheir 



Asms^ P(>en watilrtS »am© IPRF) encodes ^«»yirai proteJr* m the femi of apolypfotelo. the cteavbia 
aridmatoatleoofite^ Tlies^rtciurai 
ptt)t^ awerteoded bylhe ff part of ft© genome and correspond tolhe nuc^^ C? (W 

kDa), the eriyetope glyasprotefti de^^ E {50 l®a);the>re^nen*fa^ deslgiKited prM 0 «©a). 
th^mwnbrane protein deSlgfwied M >Pa). the nor^sipj^.piit^ 
^endniB and wrespond to Ihe prote (40rkDa). NS2A(1&KDa), 04 kbaX Ni53(74 kpaV 
NS4A (iSkPaX NSffi kDali^ 

P^C.aeiaL{J.6erw\^;i9d1.72. 1645.1653), KutfamTA-B/alal. (J. Virol, 4^^^^ 

36Mya*dHfflAiae»a^^ 

cbnrthiafidfti.vi^pe)^^ 

WestNfeitorer. . ^ 



»«tti$edi|>y1hi«AArNyl^ 



A^©»ier ot^e^df ma fcwentton fe to (Sopow such a means usabfe Irvdlffe^ 



30 Anoihtfotijectlveoflhainiveni^ 



35 



VeiartdlheraiaeeBW (if ihb^fc^^ 
Thus. «ie ft« obied cfif inwy^ 

€i^icodb)9 tto eivv^^ pibtejix E oTthe V^^^ These vectois eteo eomprise 9ie deriieiUs nMii^iiyfoi 



: d:^ yyfl ar^ sequ)»H^ dio^eaftx^ encckRirigjhd pre^ 

'5 .* •• ■ ; • / \ ' ' . " • . 
11)^ vector t»^^^ 

\ Ttaf pr^ei) <^ the WN ^iisiro'ii^ msa^ a DNAi^^|grneht e^i^^ . 

is li^lhe $en$o ofjhevftivei^^ the ierni piotejh pep^es ard.i^^ By 

pcol^. Tlii^i^a 
tti^pi^^l^k^qw^fi^ 

30 apmprtees a mipi^^ imcMk^^ ^ prefidr^ at ksaslSf. or 
ai/lMiire^^G^^ 



40 . V^^^^Biii^^ 
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• •• . :^GiiebBank^fE«35. ' • ' 

. 5 ingnha', thf^ aHMists iii mkso^^ codon arid 9 prom^, as vi«fH^ a 

10 itttd^gridseqaencesiiGnifMi^l^ 
The pre^ntiiwantibnal^ 

/ . : r8btestopr^>»Btiond comp«l^ ; 

or rm>ra of 1h0 abpye pblyA^^ 
15 : ervebide: '• .' • . . 

30 



35 



opttonaD/ assod^ wHti pm anditor M. pre«Brab|y:eif>c9#^piM444 and opttooaily^ a i«anal 9e<jyenoa of 
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led^ireddi^iofotly^^^ the aliuclinali^^ aeconting to ijmntbn. 

vabk^, or^^ vla Qi^ vector. Ih^ are proferdbfyes^^^ on the tmb oi a sta^e 

. . proteins, p^ariicui8Hy&^ AsmsMemath^ apr^sarafion as defi^&ed; 

10 . ber^nbefi[»^si» a)ao inG(»|>of^ting atl^dibne of thd^ vectors ekpres^'aiKH^^ 
c«>tionany a phairnaceii^^ 

in order to implem€Wt the expre^^ 
£tr^ j^Sie WN vbiis and m 
15 S^v^ YL M. «l al, (Am. J. Trpp. Med. Hygi 1909, 61 <4), $09411). table 2, wMeh lefi^ to 24 WN v&tis 
strains ami glve;al a^^ 

•20 Z^forfmig^ 

30 ««^tdororea|a^lhai9^ Thus/Oip lifwta^ 
sequence. who$»id«f»^.i^ 

35 'nwis.onrei^Stoapci^^ 

« has alsoJ)$en seenftat the temi j^rtrl^ covei» itnijnwK^o^caiv aottye peptUes and polypepild^ Fw 
>ai«quiF8nieiMs 
40 a) <»ire^!gwiti)8^|«M^ 



b> ;iin^t^^ Prtrtein cm kJeritity equal 16 <>rjjre^lh^ 

$0%, partfeutei1y^.9^ ^ 

\ DiffowitWN piif^pulaflylh thoAmeiic^Ty^^ • 

'i^TCCX e.g. under 

10 ] ' ' — • 

s^ial peptMe. located upi^tredm of flia expressed pn^ln m order to ensum the s»:retSon thereof . it can 
eoraidquMtty t>e an endogenic $eqt^^ tci. ttte natural sign^ seqii^oe vifhaf) il.ex^ (coming frbitiito 
* $am0 yVN viawor another strtii), for example; fer the NV99 WN vtois, the endogento signal sequenco of E 
15 . eone^MMidslDmjid^^d^to 
4i2ito465; It cen^ beVniJ^^ 

^wocfirig 1^^^ sK^fyalQ^ ij. etaL, Human 

Thfii^, 1^ 7. 120^^ 
frame aod^i^ lt$.coml^ft>ns, e.g; jN^ 

20 ■ \ . ■ ' / ■': . ' ■ . • • 

/^£j(X}niteg lb a^^^ embodiment of t^ vf^ e>pres5loavec^ are \^yector$« 

l^^expi:e»i^^ 
particular tanaij^^ 
25 poie^^^ ^ich as^cft^ 

. . . 4). pore^ 

MD\^sef(M]^ Whence h^l>es virus busad^th^^ 

' vaecNtionorlKe^ . 

39 • . ■ • • • • " * 

: F!orp^(vlrt^» the one sidled in tfie^ carr refiH' to mpr^. the vaccinia 

yifhm the exfireiiskn vector Is a vaccMa virus; ihelnsGiriton si^^ for ttie pUynudeeada or fkiiynudeoilties 
^be 0dc|N^O0^^^^^ 

r^glQiifrfttieincia^t>odyof^ tntfiecaseofcanafypoXithelns^ 
pa^tictlavty.i^^ Inthecaseoribvylpoxtiliefo^^ 

40 af9rnorep^rScutart/l^^ 



S ; d^^cr^ tte TO t4. ipB^iimB^ Culiur© Ccrtledfpn (AtCG) under referenc&A/Rr 

dttenbiaN Vinj$es (^.g^ ^fV^^ TRpVAQ and nyyAC poxviruses, the orte siclRed In the ert 

id • Pi^^imj|bly,:iifhen j^^^ v^ctoi' is a pormis; tt)e pc^udckiBde to be exptessed Is Insert^ under 

the control of a spedfie poxvfrus promoter. pajUcu^ify thfii N^tccnie promoter 7,5 kOa (Cochran et al^ 
Virology. 198^ 54. 30-^ the vacctoe promoter I3L (BMere^ al.. X Vbology. 1992, 66, 3424-3434). the 
vaoiiie|»^^ 

Cen. V1rQl.;i98B» 69, 35-47)^ orlie HS (Taylor ai^ Vacdne, 1988. 6. 604^508^ Guo 

. .. 15 RetaLXW6i:.im63;4t8941^ 

When the ^^{pres8lpn vet^ 

InW^HIIfi^^ Tl« HNTTJ^HI I re^^ . . 

iR/43»%i/rik^iaato 

imi^lhadMl^ 

30 ' ' . ' : . ' ' ' ^ ' ' ' . . . * ^ ■ • 

. AemrdihQtoa seco^ . 
/'knovmeijpta^^ 

. 35 potynudeotftfea^^ Prk&tsttif' 
ifliefdlsaei^pefcd^ 
■ • ^tty^rtBon, 

ia<ftpt9smicipomiM^ 

; . 46 . tisefMuriderllsdepem^^ biijeneirdl^ttbaeli^i^^ ThopreliBrveddn^ 



.) 
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^ .i^^ the ral'dir s^hea pig. Tliie CW*f£^^ the acM promoter 

hi moiF9 0lH!^i^« i^pt^v^ has ^fO^^r d vfraTor a c^llMlalr.$«^ A $tdn9>yiial prtniider 
CMVrlE is Oie^diy^ 

r strong celW^^ as e.g. the desmln f»nonrvot^ 

iO (KWtesd M^fet al^ yaccirwi,2000;ri8 (22), 2337^1^X or acfin promoter(MiyaaaW^ et al^ Gcfie. IMS. 
. (2), 209-277)* 

B/eqdvatence, Iha^M^^merits of iK^e pr^^ pfomotin^acM^ dTe 

15 notion isf the firbmder ac^ to the tove*iilon consequtmit^ Indudes derh^^yes anij subfragmcints . . 
maWa!nkig»i^a^ prefwablysi^^ acfejrf promote' 

. fto^ vi«iic^^ ct^Oyed. For CMV^E» ttsKs i^mprtees the actual pron^^ |)^di)d/br the 

As thejkrfyec^^ Miecan mwe 

25 pa^lct^ 



. The o9)or ttcpf^^^ «iefne^ iri pbsm^ h herpeivfrue exei^sston 

' veolort. • 



, AccOttftigto ^K)!^ 
crftiirBj^^ 
35 iwweiW^ 



mamma c«e or Bvtaii^c^^ 

:4a «*(ix?^ep:yei]teA;.v»p^ 



( 
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on Insj^ 

. .^uis^ar^inp Thus, 

Ixanl^n doQVOd (Mit)teins'.' 
10. iliepresi^inv^ 

)&ixf^^si^ ■ ■ J . , 

15 jq^ectes, Induces an Irmiuirii^fesponso (frected again&t^t^ Vkus, The tkm \^c<^^ ifiiderstood to 
iiMsidfYac^ The torgdi species iBfd;^^^ 

::^{^^ 

iO ThopH^raia^ ^ 
bffiiiv^ctor^par^^ ; 



25 TM^^oses 



hM^kialter&rfte of tahyneai^ and 



30 ttwpMMki^^ 



The oil in wafer emulsion (3). js vectors, can In p^mmtm*^ om 

40 - tspproriokl oSs^ ' 



1. 



10 • esters 0f on the one haihd sbrblla^^ mannkte (e*§. af)hydrom oteate)^ ^ycei^ po^^l^yc^rpt or 
pro(y^^0c^ mi on tfie other hand isosfeark:, flc^^ or hydro)<y$teadD add?, said esters 
. bdhgoiptiondUy^thoxytated, 
pQ^oxyprbpyfenei?^ 

15 Ambitglhetyp6{l) 

add. particMlar^ iGiv^tfiked polyafkariyi ethers of Tli^ mtspofimas sm known 

undwftenarnet^^ T^ecfieskBtedlntt^eittl^ 
16 US^ 1969^ such ^pfyfb peters ^ro^rited by BjKilt^h^d^^ 

unsaturated 

p^itoiiar^^fip^^ orby pMl^la^^yA)^ tb^ piattfidul^ f^^ can be 

25 Jte«leioCeiteo^ ^ 

" ^ elr^^htrdiaihor c^^ 

mn^ ^mr. Reference can 69 mad^ to J-^^ie^ IBfeTTftTSO^ Ajne 4, IBWK 

30 ' V- ■ • , : : ' ^ ' ' ^ 

yimmg^ toJMr stnjcture, fte aefyfc or rnethaoiyrteai^ BM&^prefer^lbnned by 




35" .-iiivkMdi: 

• RiaiKS%'whl(^ . 



• X = Oor 1, pr^eraWy X = i 

• ya.i or2,vioihk+y=2. 



FcA^^ X » 0 and y a Z 

73 to 7>l by soda» in cMer to give me adfuveuit $6lti8Dn In which the e>^e$$ion vectors wpt be incoripciraited. 

The polymer c6i^^ 
10 i^^rtfeuilarty 

The cafionic lipids (4) cbnbiiifflrig 9 {^ternary avunonhm ^ and "Mkh are partkajlar^ but not exdushrely 
. ^tel3to torpia^id^areprelerab^tr^ 



15 in which Rf & a $aturaied or un^turaied etr^ght-eh^ aRptetfo radical having 12 to 18 cai^ dtorns^ R^ ie 

AiTk)rit meei» caOonib JipMe. preference Is ^^y^iv to DM 
20 f^«ferfibly^p 

adin^felratbyi^themb^ 10 and BOmteules 

' ' ' - ••"■*■• , • • - . . 

30 1:6 Arid praferabiy 1:1 s^^^^ 
^«sldh tirqtoklw, ellhar ^ttie 



, Tb^ c^ok^ COT b^^f^^ biB chosen ifroto aniorig: Biteil^ 18 (M Wer1euk») t2 OL-12), 

;ftSterieuklh E, laL Br. Jw Cancer, 1997, 

. - - to-be-vaccinated, ■ ' . ^ ' • 

^ . Q describe^ Ibo nucleotide sequence end tt)e arhino ec^ sequence con^ponding to equine . 

to Immunpgente 
nrt^ctfthepl^ 
tfiet^ic^lng of ttie teiidr 

15 andthe lr^^ . . > 

vaccines: adcwding to ibe^l^^ 

Theipra^^j^^ 

>!C^^ 

' TKephannacej^^ 

V-'; ■ ' V : , ' • • ' ^. . . ; . ' ' • • 

«C0p6cfthe>res» 

^ 3$ diflter^ of e^Suviante vm(»^ i>, .2} atid 3)1^ de$dlt^ in greater 6^ 
oomeetoi Mili the eDi«ri»9^ 

The dosee^ dpd^^^^ 
Iniinui^^ 



/^ceori^tng !o thid^^^ vhiis ccb be combing otti^ VEK^qrotionsi 

Withfiri^ ffar^^ in the form of 1^ 

cl Iminutid^^^ jand muH^eiit \^a<^^^^^ ie.ibbnn{>r^^ least cm vde^iA icpinponefit 

,5 iedso ^ijdud<» tie ibq)Fe^lpii by me 9«ne expresslb^Aq^G^ of gdhes icif dt ii^ p^lbogen 

/ ^1)1is^ IriveniicM)^^^^^ to a miMvat^tlr^ tomposftion or a muitMent ^^acc^ againi^ ihe 

:WN iiituft dnd 

10 veder coi)ldk^^|^ apcording to tte ihyention aiid 

at ieas^ one polynude^ 

iihe thu$ e^^e^sed 

epitope or derrvatrire, e.g. fuskm protein, tadudng ar> imrhune iesponse, prefer^ of a protective ri^tiire. 

Ais Vilas siibdher^^ 
accdpl^ yehteld or e^^^ 

' The iir)>^^fTtior) abid recites tD ah riHi(t]yal$t>t im^ a»ln|^No^ttk)h sfniiKlvaier^t vacdne compi^ngtX 
20 least one^ >^ in wlafc^ ^tea^ virus Is ii^efted a^^ 

35 fythtoJhut^^ 
parlMarlyt^^ 

Msiiemenee^ 

30 ihefr i^foc^; Pv^^ei^ 

^or N; tbr yirusf»^ehe^ itf^ for Gi^^ i^Enntttio ^ie|^ ehco^ 

35 . Tii6 other d^f«^^ ^ arnpr^^ tSaease 

Ifif^dte^bfoh^ 
?a?Gajti*^ 

# «iMriJ»»iSw«^^ 



14 

Jsy^^V^^i^ ^midioftl^i kiffpV V^g&y^ HN arid/or F: for lEfDV Ihe gerie VF2; for JEKif Ihe 

By of i^mpfp. Ill a^^fl^^ c^»inf>OBftion or aimHbafenly^^ 

bWariCEc^ an ^9u^t has maimer d^scrtt>^ hereinbe^and^w^ 

jrefele to tha oqulh^4H?«^. pa^^ 
particular^ 
IhaKimunq^^ 

.20 InttAinHm^;,^^ 

■ ori^maft^^ : 

25; s^^^^i^i^ 

Wprei^in^^ al^ relate!^ idi^^ tha laig^ specie^ 

^4p va^fararpofy^^ 



ibout In 10 )ig to abdiA 2000 jio* parfiodari^aboiit 50 |ig to ai)6ut 1000 mO- The ddse volumes can be. 
these iki66s.^d^ 

The enej^idtted h the an has the nee^^ skill to op^ize tt^ effective plaemkl dose to be used for^ch 
: iinmtM2ati6n^« 

15 %ithe(^ofimmum>^^ 

teMeehebCRitt^ ^ 

l^theefiMb^ 

between ^NOitt iO^pfa arMi abiM iP^P^U^prele^^ the 
20 Vec^tot^d^e^tf^^ 

FjGT^^fiyiahspecte^ 

25 

. 1^ the €8304^11^^ 

SO . Jnnmuni^^^ avissrf vaoeli^ doaa I9 gimer^ belMi^dUxit id' pfU md dbeut iifpt^ 

In the GCM orjmnii^^ 

/abcwt^ll'^pte * ■ 

: The dose vokim 
! 35 genadlybebM^ 

.of imi^^ based on vfr^v^ctors a^^ 1>0 

tni/pfA^mb^ iand 9^>ffMef]iC| mem p^li^^ m ooe^^m:^ 

Wtlh eudi a vao^, the one skied 1r> Ste art has the necessary cbnr^^«torice to opioritee the ntmiber d 



^^^ib^boiA^QOO 1K)d|i9. TliedGse vblw^ 

j^^np^tfi^ ^ equine yac^r^bd^ on vectors arej^ner^betuif^ 1^6 and 2.6 rtii, pief^ably 

S ^ antf ii) pMNil^^^t^^ and 

ijeedfweachJmm - 

* . ' . '. ■ ■ ■ • / ^- ■ . . . • •. . . 

polypepOdes aoconfing 

Q^ent thedlRiMMd tflithefieecrlpUood^ jS|)plicablafo^ 

SMbiinit yacdr^ to the prp^ mei\^ m not kKiu^jnih^ ite jiroduc^ of 

.20. vaei^^d^^f^ fo9i0formi^,9^ 

059 >jnafe of a:|H^ ^ vacelm <iu^ e,i^ ftroteh 

tta^ ^p^kM imf^ii^on of yi^^tors^ l>!^p^5^Bon9 mipcl^^ . 

. 30 n deb relQtoe t&^M ImnnjhizidQiv^^^^ iMthod a990Cl(9todiiyRh ndtognp^mOM 

^ (MTofa^ br^i^^>Rppes ie^usedfat^ ili^dii^^ bi jhe 

in dpiiyaiiliGiidf 'M 
theliiy^ififidn^ 

-•40* • ^ 



th^ reslH^Odn fi^agm^nb iis^^ the ^f^j^t lrsv«nik)i% as dd tie yar^is potjrn^^ chabii^^reacfioii 

; Father ^prif)cdtk>ri,^ 
coHiiiiEd^OT 

■ iindern6.CCjU81<, *. ; - -"^ . 

■15 \ ' ' ' [[ • • • ' - ' ' ,\ 

Thd yl^O 6db are cuttM^ 
. ^10% caifsefinn centetMKI c^M^IViet^ m 

20 After thr^ days ihe c^lar^te^ tlw cuftureinwikiiit^fe^ replaGedly ilfia eogte- 

MMM rn^t^ i^^^^odrai^ and OA%i^m tenon dbinhtfi and the W«st NBa «^ 

When ihei^attbgedl^^ 

■ * .* ■ • ■ .* ' . . ' / • 

PGR i^(Cat#Nf!08(»17>eiidh-a^ 
inonufapturer. . 
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litis pair Qf QllgomicliH]^^ IricOfporaQon df an EcoRI rdstrietoh site/a Xbal resirictton $^ Ind a 

etop t>Ddofi at 3' of the H 

TTiei syhibd^ of tfie fn^ DNAc ^rand takes place K>y eksngstioh of oligonucieofide PC102, following ttie 
hi^izsAoh of ihe^k^ 



;15 and finally 4* for 5 

; > . , and FC102 are a tampei^hire of 95^*0 for 2 mki, pm 35 cyctM for 1 mh, »i« 62*0 for t min 

ahd72^Cfor2ml^^^^ 

20 ele£trDpM9vi^sto,)he#^ 



^^^^^ft^ 1 aidaocampio 7of WOA«^i99 - HarfiWca J, et al,. 1S^. . 

. Human <3eneliiera|^^^ 
25 piasmtnog^iBk^ 

oBObmida^^ e 
BP326(40mery{SEQipi^ ,/ 



thaJhusoj^lnadVai^ 

FiagmiNfft A b ttgatured iMh ttie piA^1 19 axpraasid^ plasmid pre^^rtously^^ by Xbal ^ EcoTO; In 

drder^fihralhep^ Under tt^coriM of Ihaaa^ 



/ 



I 



19 



PCR rqt {Cat# N 8oe W^^^^^ 

dtm^y^rislbn of the West N9$f^5ver VftU9 
. VlirrnGMTtiCT 
IS IHTTTttrCt^^ 

. ; . - M^ . 

;i5: re^^ 

' ... inibAdgm^ 



6 



dUsp^km of We$t N9^^ MV^ (^c^ui^^o 2) and the TdOqwitiQ dlgbntidedtides: 

F01O5{3O mer) (^EO 

10 ■. ■ / • ' ■. ' . ' . * ■ *. 

The ^ttieds WttieMDNACd^^ laKiM place by dtrngation <>f ollgoniK^eoBde FC106, Mibyyir^ Rsi ; 

The ^^rrtbesls porWiftH^ of sli^ area ternperalur^ 4?'C tor 15 mitu liven WC for 6 mlh 

15 kidfthaaif^ 4*^0 for 5 liriirt. The PCR reacton cbncfitions In Ih^i presencto of me pair of oUgohudeotlded 

fCIOSoKlFCloe^^ternp^tureof mln 
, ahd72*Clbr5i^ 

TMsfia^ii^ 
pFCi03 (6@04 bp); 

C^lDineglilo^^ said iftia^ld teM^^ encoding the sij^ 

enhemeiroftf^^ 




The compi^mentaiy^^^ d}lneWei^m^f&my^ NY99 b ^j^th^ized AvKh tt)6 Gert^Aitp RNA 
pCR Kit (Cdl# N 80B QQ17, Pertti'Efr^^ Oj^t USA) u^irie Itte coriflttfons provided by the 

30; supi^:. ^' ' * ^ 

Areverse trsnscti^^^i^^ 
. of «I61(^^ ftnrdr lAus 1f)f199 X^oon^ ^ahd wtti figiWtow^d ^^ . 

35 ahtffGW(»mW)(S^IDI^ ^ 
#)p o6den ai 7 el* tha in»e^ 



.11ie^^$^^ 15 m^, then 99°C for5 miD 

5 sahd fb^ 4'^CfDr.5 miu The f^R r^ae^ ftl tt^e pr^skik^ of^ psir of cil^onucieoliki^ 

72^ fcir 2 Mh) ^^t^TSTQ for 7fi)ih>) did^tb pr^^ 2^31 fr^^me^ 

^ 11^8 frs^gin^t>^^^^ by Ee^RJ andlh^n Xi^l ffi ordir to i^ot^te, fbliowNig agero^ g^electrophoreste. 
to the dpprokbfiat^2019 bp EcoRhXbal A;agmeht Thts flragmi^ Fs Ifg&tured wllh thid j>AB1 10 e)q>reddfOD 
plasmid (exarhfda 3); prevkxis^ digested by Xbal a^^ ^ oilier to give the pFCl64 piasmM (7l0e;^)» 
(Jnd^ihecon&rolofl^ < 
'Ifnifiiediete'J 

feaoyted by. the eequm;e encedmg^ie prelefit prM-ftV^ 



' Eitiimpb 7:Cohetrue^ of pi^fcl pFCIOS 
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ll)^:€ompleiy^^ DHA 0^ 
^ (Cat # ft 809 (Xrt 7. Pe^^ 
20 'SuppReTf . - . 

. ■ '* . ■ . * " . . • ' • ■ ' 

A reskT$eiir0^^^ po^efase ch^ reaction {fCt4>CR madkNri) tak^ ptece with 50 14 of vkiat RNA 

dPld7^nr}er 
25 017^ 

^ $BoM($ ttie incidipbr^haiA pr» Ec6RS^ n^sW^^ a Xbel lesMcttoh sie and 
astopoddimatd^^ 

:30'' - • ; ^ • -.V • ■ •* - . . .i- * ; . 

llie^i^^ 
35 5rtdlW^ 
MdFCi07ar^^^ 



llibfirs^Sfneiit 
40 0)eapprao^nn^2O58bp!^^ 



fragmiertt e^>rei^^ prtwpusly db^slkl by )a>ail and Ecc^ 

order to gh^the^^^ 

the cbmptemeir^ DHA (DNM) of the Wi^ NBe fever vb^s ffi99 \s s^e&lZB6 v^ tte Genis Amp RNA 
Ai^dv^rseiti^^ 

15 rei08(3eii)er)(SEQ^^^ ' ' 

Vi i i I I I O ATATCATGTATAAT^ 

intttaa^ATOpodk^ 

Syntheses of me first PKA^ 
. .* lQ^)ridizatk)nwfth1^RNA^^i^ n " " 

P \ * ; . • ; . ; ••■ ■ ; 

FCl69^ a tempera tt^ 35 cyifes ^iS^for 1 mini&i^Gjbfi liniri and99^.72rc 

.30 ' . : - - ; ■ ' ; ' ' - ■ . ; 

: ; Ttk liragmcht Is dige^ by EooR^ and thdo ^Oj^l In order to i$olald, folkxM^ ^9arp66 gd eiedropl^^ 

pi^t^fcirhCM^^ 



)^ 16 or us j^te^ 5,756;ie3.^h6^ the sc#tc^ of a ^eMfftte DMIV^^ ^ fir^^nt «i«e ipdnaiypcM 

at i^O^Bon 1^ kha eriids at pb^ldn 18^/ The oQ^^ 
t^MOlVi^ and its reji>laeeni^ by a miildpie <^lngiRdflat^^ 

A reac«oi> was i>6^^ 
vinis aidvMi^ 

C54t (42 infer) #EQ lb NO rl2^ 
10 5»ATCATC©A6CTCC^GCTQTAATTC^^ 
aiiii CiSBI (73 roerHSiq ID NO^^^^^ 

s-it^tTccTX^AGerecAQ^^ 
•ccrcy.. ■ '•; - ' . 

ordbr.ti) isdiaiB a 23 tfi PCR fta^^ 

■15 y [ ' ' .' . ' .• . , /' 

. vbtis aid wRK ihd iblk^^ 

■20- -TTca* • •/ "... \ ... 




i^^rtBflM 5^ Smai. P«ti,:Xhd:aiidE^ ftnily;^ bp (if^^ieqy^iea^lsi^i^^^^ 
M $»AACCe6e!m<nTrATltTATM^^ 



inbi|^toain|^ This fragmer^^ 

5 ; TiK^^fi^ 

to A iK>R ineactlbn was perf i^rmed using the ptasmkl pFCI D6 (example 7) jas tte inalrix arxi ttife fbHoviA)g 
FCm(» mer (Sed ID 1W 

ih c^er toamplifif an^^^ 11u9 Irag^prttAiyas c^gesM t>yr^Iclk>n 

en^:me$ 1^ ITi arci^;b isQbte^:foH0Mrif^^a^ eleelrophc^^ appm^dri^tely 2068bp 

PN^eviby^ iby i^i^slt^^ ers^m^ Nroi«i^ SaB in^er iOKgiv^ 0)a plasmid pRSipa. 

20 ■ . ; ' *■ * "' . \ 

canarypbx vii^ (Al^^ fi^ Ihe jpreWoudfy d^scri^ i^clunfi i>bo6^^ 

Bi^y^^ Wy ft ar«l Or^pssn«^ Acadi»iilc n FcisRto piaqiia^ 

2S Vvere ^^ctiKl <Hr«)al;^ to 0)0 mR^oottto 

t^d^^ti a p^ ^orre^pdndft^ f«^!»W^dHon 

beivireen the ^jB^inc^^ ybti$ wa» ttieri ampBSMand 

tteiecomblin^ 

30 • *: 

f$ik»^ appro^drnateiy 2213 bp ^l-Seil r^uBlilpS^ This . 

35 fiia^entwdsl^^ 

P^srriklpro^^ 
- cwiaiVpoxvIw(ALVAC^^^ 
40 Wre^x^ndirigtoih^^^ 



25 



5 &»T^12:;C<^ 



(^baiypox vihi5(^^ accprd^g to the m^ibd of ^xauini^d 10. A ie^^esehlatiyB iri vitro 

^ se^u^ of Iho envelope gfycbprotelri Eand Wds ttion stmpTifled Tte re^^ioai^ virus $iQck obiabed 
wwi »efi;d»#ia!ad vC^>17^^^ 



.20 



Plasmkl pt^^ by jthdSdIt RmQi^e^lHctoo^^^^^ 

';25 . ^ '^ 

xsiirwspix^^ Kliro VecomtAiad^ betvtfisen tf)e donior ptasfiAt pFCl i1 and 0ie genome of Ihe ALVAC 
liafMurvpox Virus 1^ 

.30 . nudeodcto $e(tM^^ M gl^fcopiolelri and>ad tfi&i amptifled. The recombinant vhiis stock 



, 35 piesmid p^ 

foSQw^ edarp^o etecbbphbreiMs, ^ appra)difnate^ 484 bp RmlKSall r^Ar^^ iragnfiehL im 
frpBfn^^ ttiepiaemid pFCiOl^ (cac^i^ 9)previ(^^ Nhii and Sptt 



16 



. - mM\dpFCii2 01!^ Ir^n^teoted in prlm^ <^tek€ih ^i^^ 

itie'canaiypGx virus (AtVAGitr^in>aipc6r^ A r^piridsmttafiv^^ 

. corie^)Oh r&&mbi^ 9>e d6norpia»nldpFC1 12 and ^noma of ^ ALVAC 

5 . thi& nud^D^d sequi^nc9 pf the j^re^enib^^ g^icbpn^^ and was J>en amptfRedl The recombinant 
BcaiBple IB: ClmtnJdtdi^o^^ site C6 of «i9 ALVAQ doiarypox vi^ 

Andlyisis of mis sequel 

15 ■ ■ 
■ A PGR reaction, was periw^^ 

2^ aMC^1(73 mer) (Siia < ' "^^ ^ 

TM- 3' ' •■ , 

' tO:i86|at9 a 432 bp PCR te^ne^ 
2S ■ A P^RreaeWin was p^rfpin^Kl pii the M flMaiatrix.oomtit^ by the gerK^ie of the candrypox 

■ ^ ; . .. TM3' ..; ^ ;. ■ 

W We6pi(45nw)(Si6)&Nosa)^ .... 
^. • 

T^liRagnRen^ was 

V«dbr(^tmtageAe.Lk^^ 
««Eyroes 19 ^ thopiasiiM pC8L Tita se^^ 
4Q «yi^flria37^l)pQr8equane^ . 



fttdEBfXHmsMcSon and fiha^ 1 156 bp itf sequences downstr^ of (he Pfa=; G6L(C6 rfgfitflankine 



.10 Wm|Mi13 (43 m^){8k) 10146:^ 

w order to teolate. fbDbvv^ dgartse eiedro^lorft^. an approxSnratdy -l$6 bp SmaP€cpR| resWcyon .) . 

15 -^flie^smldpFQIiSv 

Example 16: GoiiiHiije^ 

A 1^ leadksii was p(^^^ 
.20. '^B^itia^ie^d^: ' ■ . . . ' 

resiiWtonerKQfl^ 
<¥SW«tea ftapniBm @*a^ae^ 

..30 .pFCiii.- ■ " ■ •• . v \ .; 



. Pi9(#ilsli^ ms»9drilPmaa^Pi^ F*bft flat Ac^tSeiriM?, fS.mr-mi; Ptedw eta. In MelhodB 
40 <»ww«WVW*»ywi^^^ 



id .(moteqil*W^tdl^ 

... . 

15 ^ibiuaga..eBh^ta9$ii)gle5ia^ 

. ".. :,5:i4:- . ■ ■ . ■ ■ " -. - ' .. '.' \ ' : ■ 



j^3||Mt!dh$havieniI)c 

■ •■■ '^•"■^fe'■iMM^ried.• - ' * ' . ■ "; • • •■' 

la. i>B;lp1. pFCiOa pPCl<» ^Korapt^ a to S)^ or ebnlaf^ j>la5n^ pFCi^ accbnlttig to the proceaue 

; desctibedhSid present 6^ . 

0(aRipi823://iWi(ipe^^ . .... 

•'20. ■ .. . ■ ■ . •/ ■•■ ; :■■ 

]nto Vy^ pTO^ atedfete^ 



iTie cMdceiis are ehiailen^ 



DBUtton series am pp6^^ 
>enminaBi«»e«piai^ofite 



5 riftMure. The cytej^ttifc e 

KarbermeOiod^ aiie^i^ivbnin ite^^ of l^g^dprflon firtf)ibaff)g metqrtopalhrc^e^ for 60% 

fbuffiimos. * " 

.10 v '. ■ • 

erhbodinei^ ®Dt terth in th* itescl^tk^ 

«wml|» spl«<y scope ofthep^B^ . .. 



15 CLAIMS 



4. ^ Vap(^ aeconiing to cMm 2, dfiaraderized in that Via po(yruiGlecMidB «ficode$ prM<M£, 

^0: 5. . VaccAm.accon&iigtoaivonid^ 1 to4,d»KideijbMWttt{dt^^^^ 

• A:. VacetBe:a«M«>0»6i^S^ 

3^ 7., Vtett^iaetm^ t^^aitn 5, ctiarecMzed h tj^ttbdheterojos^s^nf^ . . 



. . 5 Vaocine dci^^ Oife irfiiw claim In ttaJ ft dififiiiri^ anottter . 

. • w ''" . :-\ ' V '* . . • > • : • . 

.t2. Vac^dcicor^ngtQd^iO.Ghara 
. : polynuldecMideen^ 

IS jexpresslotiye^ 

14. VacclMacGtirdinglbd^ 

18. V^icciriddGO^^ 
17. V«^ccte9ccpr^ 

... is:.: yaeeinit^^xtiGf^ ^ • * 

19. r Vaodn^aecc^ ' 

• • .- ■ • • ■ : ■ • • • j 
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VaccteracGord^ 
Se&ifsOifO, ■ • • • 

10 2A: Vacd0$ ack^ii^ to^lm TA, chare^teiiz^ te a caitefner. 

. 25. Vaccthe Mcprtbg to ^ cterapterizBd that the^iq:^^ vector or vectors ^reptemids 

IS 26. Vaqdneosjiortiiigtecl^ 

. 27. Vati«Si»jwci»f^ 
20 28. .^i^aeco*gi6eWm9,M 

18,hieileU»n12.M{|»^ 

■■■^ ■ ■ ■ , ' .; : .. ' -', ■•• . •. ' . ; " . '• •;- 

■30 - . ■; ■ ■" . ' 

. . . pl^^ ; 

' 1 34> Vac^.«fcc»nilr^ 
' 40 1liatilcon^)iti$a99vaedn6 iioinqp^^ 



. ig^fri^»^^ ininiuf^en In ttie form, or altenu^ ^geni; or an 

5 *-V-." "i''^ ■ ' " ■ ' - ..'■ '•'-y-' ■ V ' 

36: • Vaccine.accoi^^ to daiiri $4 of 35, char^dteri^ In thai it <xpi;M5d$ a vacdne com^i^it agafr^ 

^^Incft the V^est^^andi^^ m^si^fii^^ ^tori^ 

ahdmMKiir^ ... 
)i>[ > -: - ' : 

37/ Vaot^aixbrdin 
the Maf^s d^6a$0 vb^ 

. yfmf ^insl menx^^shek^^ vkijs, against tbe hemonfhagfcVite^^ aga^ the^))^^ 
tS virus^ s^sttho fowr|H9gu0 vbs, ag^hsk the hydbperie^tb vin^ . 

■«*a^.'* . • ; . • ; ....... 

. I^ Vft^or^ i«oa(^^ 
.2$: PP^fiiM^^e^ 

JO liec^aaary^Hiaco^^^ 

43, Poxvc^cho^^^ 
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VAGOl^ AGAMST WEST NILE VmUS 
RELATED APPLICAnONS/PATENTS &INeORPQRAIIQM BY ItfeRENCE 
Ksference is made h^ein to French Patent Aj^cation Sedal No. . _ fil@(| on 

: ■ I . 

Each of the applications and patents cited in this text, as well as each document or 
. reference dted in each of the applications anid pat^ts (indudiiig dming :&e ptoseeuticm of each 
issued patent; "^application cited documents^)^ and each of iie PCT ^d ferdgn applications or 
patents corresponding to; and/pr claiming priority &oni any of these applications arid patents, vbA 
eadi of the documents cited or referenced in each of the application dted docunltents, are herehy 
e:?q)ressly incoiporated herein by reference. More generally, doctunents or referentces are cited in 
this text, either in a Reference List before the daims, or in the teirt itself and, eadi of these 
doi^oments or refi^^ices ('li^^-K^itj^ refe^^ as well as eaeh^ldcadient or reference eited 
in each of the herein-cited refei^nees (inclui&g ^y manilfactuter's ^)ecr6catioi3S, instructions, 
etc.), is lieireby exptessly incoipoiBted herieiNi^^%^ 

The present invention relates to inm^ogenic compositions that .are use&l for inducing 
m inununogenic refuse in a subject Tlie piiese^^ invention fi^r^ier i^lates to adkMstratioxi of 
the immunogenic compositions to %^dld animials^^^t^^^^ the ammMs Hsi immuiiogmc 

resp(»i^ 4at is protective agmrist West Nile Ilie present ifi^ention further relates to oiral 
admims6a^ iimEimoge^c c^mp^sMon^ to^ t^ animals. ^limi#tratioi^ sodt 

in halt, comprises an efBciei^ means of imtif^itaWt^ in the ^d. Fofiowmg oral 
af&Qjmstr£ttion, ti^ health of the vilild animals isiixq^ved^mid oven^ ineidei^e CKf the infec^on . 
in ^&e po^^ deaeased, or eradicated. W receivmg immunization can 

advanta^usly transfer neutralizing aoifibodies firoin thdr blood into a mosquito carrier, 
eradicating inf^ous virus firoin the carrier. T^ifej immimiy^H Ap pf >Vild ai^iiiials cain decrease 
tcansmissioin of the disease. Other asi^ects of the mvention are desmbed in or axe obvious froin 
the foUowbg disclosure (and i^itiiin the ambit of t^^ 
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La pr^sente invention a pour objet des vecteurs (fexpresslon in vivo et in 
vitro compr^rvant et exprimant au mohs m polynucleotide du virus de la f ievre du 
Nil, ainsi que des oompositions immunpgenes et des vaowns contre fa fidvre du 
Nil. Elfe a encore pour e*jet des m^thodes cFimmunisation et de vaccination 
■'s' contre ce virus. 

Le virus de la flevre du Nil (West Nile Virus ou WNV) f ut identifie pour la 
premiere fois en 1937 chez rhomme en Ougapda dans la province d© West Nile 
(Zeller H. G., Med; Trop., 1999, 59, 4Q0-494). 

Largement r^pandu en Afrique.'et aussi rencoritre en Inde, au Paldstari et 
10 ddhs te bassin m^diterran^ni 11 a.6t6 identifi^ aux USA pour la premiere fpis dans 
ville de New York en 1999 (Anderson J. F. ef al. Science, 1^>99. 286, 2331- 
• ; 2333).- 

Le Aiims de la fi^vre dii Nil totiche ausshbien ies olseaux que les 
niarfimiferes etrhonfime/ 
.15. La maladi&.sie c^racterise ^ez les oiseaiix par une attaqiie du syst^me 

hen^eux central et la moil Les lesions induent deb ericSphaRtes, des h^orrdgi^ 
dans le myocarde 6t des h&norragles. et necroses dans le tractiis litte^lnai. 

Chez les poulets, des infections expSnmentales par inoculations isous- 
ctitart^es de viras de la ^feyre du Nil isotes sur de^ comeilles ont &r\XxtSt\€ des 
20 n^ro^es du myocarde, des n^rites et des pheiimonles de ip iouis apr^s . 
ir)ofcufetlph, des ehci|:^aiit6s nfiod^rtes h s6i^r$$, 21 jours apr6s Inoculatlorj 
. (SdnneD/A.ef a/.. Avian Disease, 2000. ^, 6^-649): 

Le virus de la fi^we du Nn touche aussf les chevaux, notamrne^^ 
du Nord el ea Europe (Canffle C. ef a/„ Equine Vet. J.v 2000, 32(1), 31-35). Ces 
25 chevaux mpntreht des slgrres d'ateode, de faibiesse des tnembres post4rfeui«, de 
dvoluant vers une tdtraptegie et la mpiL Us cheyaux et les camelid^s 
sont les pjriricipaux ariimaioc manifestant des signes cOrtiqiies s5us foniie 
:^tfene60halites. 

; Oes an^ips ar^i-WNV orit 6te d6tecl6s chez certafins rongauis. chez le 

30 b^laii, notammeni PhPz des Iwvins et des.oVlns, chez des anirhatfic dome^ques, 

notarrnnenl ch?z le <^leh {Z«Mer H. a, 
/ J.O., Journal of V^or Ecology, 1999, 24(1), 1-39). 



L'espece bumaine n'est pas ipargnee par le virus de la fievre du Nil, avec 
de nombreux symplomes (Sampson B. A., Human Pathology, 2p00» 31(5)/527- 
531 ; Marra C. M , Seminars in Neurology, 2000; 20(3), 323-327), 

Le virus de la fievre du Nil est transmis aux oiseaux et aux mamrniferes par 
pjqures de certains moustiques (par exemple (7t//ex. Aedes, Anophele$) ei de 
tique^. 

Les oiseaux sauvages et domestiques sent un r^ervolr pour le virus de la 
fievre du Nil et un vecteur de propagation par leurs rhlg 

Les virions du vims de la fievre du Nil sont des partlcules sphdriques de 50 . 
nm . de diamStre constitutes tfune enveloppe lipoprpttlque entourant une 
nucleocapside icosahedrique contenant un ARN simple brin de.polarite positive. 

Un unlquiB o?idre ouvert de lecture (COL) code pour rensemble des 
prottines vjrales sous la forme tfune polyproteine. Le diyage i^t. la maturation de 
cette polyprotdine conduit a la produttfon cPuhe dizalne de prot^ines wales 
d'rffSrentes. Les prot^lnes istnjotujfales sohf cpd^es par la partfe 5* du g[i§nonrie et 
correspondent k la nucleocapside mttm&e C« (14 kDa), fa 0lycoprot4ine 
. tfenveioppe nommt© E (50 kDa), la prbtSine d0 pr^^etvlbtane ncmm^ prM (23 
kPa), la prbteine do membrane nornm^e M (7 )^a). Les protdines non. structurales 
sont cpdees par la partie 3* du g4nome el correspondent aux prot^lne? NS1 (40 
kDa), NS2A (19 kDa), NS2B (14 kDa), NS3 (74:kDa), NS4A (15 kba), NS4B (29 
:kDa),NS5(97kDa). 

Panlsh C. R, 9taL (J. Qen^ Vlroh; 1991, 72, 1©45-ie53) et Kulkam! A/B, et 
al. (J. Virol., 1992, efe(6>, 3583-3592) ont con^ruit, i parfir du vlnis de la vaccine, 
des vecteurs d'expression in vbro conter^t clivers inserts coireepondant k des 
s^quencps oUcldottdkiUds codant pour des pttyt^ines istructumJe^ et/ou non- 
struclurates du virus Kunjin. Ces vecteurs ont ^te admlnfetres ii la sourfe pour 
^vatueiila ri^ponse Imm^^ Les j^ultats bbteniis no . 

permefteht pas de tiiettre en Evidence quelle serait uri^ bonne stralSgie de 
yaccinatk>n oontre laflSvre da 

La prdsente «iven^ a pour objecttf de pn^er un moyen de prSventfon 
et/ou de lutte contra les maladies caus^es par le vims WN. 



Un autre objeclif de Tinveritlon est de proposer On tel mdyen qui pulsse dtre; 
- employ^ chez ies drfffrentes esp^ces anirhale^ senstbles h la maladle causee par 
ce virus el, en particulier, Ies. fences Squines et aviaires. . 

Un aiiti^ objectff encore de fsiventibn est de pr6|X>$er des rn^thodes 
rflnrirnunisatjori et de vacclnsition des ^sp&ces oSbles. 

Un autre objectlf de ^invention estde proposer de tels moyens et m^thodes 
permettant rfassurer un diagnostic differentlel. 

Ainsf, rihvention a pourprerhier objet Ies vebleuiB d'expresslon in vitro et/ou 
ih vivo corriprenant un polynupl^otlde codant pour la protdlne d'enveloppe E du 
virus WN. Ges vecteurs comprennent en plus las 6l§mehts n^cessaires 
fexpression du polynucl^otkJe da^^ 

Eh plus du ppiynucl4otlde codaht pour E. Ies vecteurs d!expression selon 
f invention peuvent comprendre un ou piusleurs autres pol^uct^tides codant 
pour d'autr^ proteines du vims WN, de prdf^Fence d$s prdtdines struciur^les du 
virus WN, ces sdqifence&Stant de pr^^renee choisiespairnf oefles codant pour la 
proteirie de pr$-membrahe prM et pour la protSine de membrane M. 

Le vecteur pbmprend de prSfdrehOe un polynucl^ptide fohmiant line seule 
phase/codante correspondant e.g. & prM-E, M-E et plus particuli<^rement k prM-M- 
M. Un .vecfeur comprehant plusleur? polyhucleotides sSpar^ co<ian Ies 
d}ff4renteS:'prot6jn^ (e.g. prM etAiui M et E) entre aussi dans le cadre de. Ja 
. prdsebte invention. Le vectdur,' en partf^ller d7 vtvo, peut aiui^* comprendre' des 
; polynucleotides conresj^prKlant k phis tfune souche de. virus WNt en (^rticuRer 
deux ou. plus polynucleotides codant pour E 6u poiir piiA-M^E de souohes 
differentes.. Comme on le verra plus loin, le vecteur,; en partlcuBer in vivo, peut 
■dussi. compr^di^ uhd ou des sequeiKces nucldotldiques codant pour des 
imrhuriog^nes d'autf^^^ 

SuNtht un mode de r§allsa^ pr^dii de Hnventibn, le veoteur 
d'expres^ion coiiDprertd un polynucleotide coda^^ pour pH\^-MHi en une seuie 
phase de lecture. 

Piar polynucidotide codant pour une protdine du virus WN, on entend 
j^riricipsilemenf un fragment d'ADN qui code potir oette prot6ine/ou le brin 
compl^merrtaire do ce fragment d*ADN. IJn ARN n'^ 



Au seris de Knvention, le terme prot6ihe ehglob@ les f ragmi&nte, y corhpris 
peptides et polypeptides. Par definition, le fragment de prot^fne est 
immunologiquement actif on ce sens qu'une lois adfminlstre a Phol^, M est 
susceptible de ddclencher uhe reponse Irnmunitaire de type humorate et/ou 
cellulaire dirig6e cbnire la prot§ine. De pr^f^rence, le fragment de protiihe est tel 
qu'il possdde $ubstaniieliernent la mdme activity immuriologlqub que la prbteine 
enttfere. Un frngitient de prpteihe selon rrnventioh comprend done au moins un 
(epitope oti detemfilnant ahtigdnique. Le temie epitope se rapports k un site de la 
prqteine capable d'lhduire une reaction Immunkaire de type humorala (cellules B> 
et/ou de t^e cellul«iire (cellules T): 

La structure mihimale du poiynucleotfde est done celie qui code piour un 
epitope^ oil ddterrnlhant antfgdnique de la plot^frie consMSr^e. Un polyhucl^tlde 
cbdant pour un firagm^nt de la protdlne totale cprhprend notamment au niirilmum 
21. nucleotides, notamment au moins 4^ nucleotides .et fje pr^fdrence au molns 
57, 87 ou 150 nucl#oti<id5 di» la $i§quencQ dont il est issui Le3 

tecjiniques de ddtemfilnafion des epitopes soht bfen connues de rtiomme du 
metier, on p^ut nbtammeht uiifiser les banques de peptide? chevauchants 
(Hemmer et ak, Irhmuhology Today, 1993, 19(4), 163-168), Pepscan (Qeysen 
K M, efa£, Proc. Nat. Acad. Sci, USA, 1984. 81(13)^ 3998:4002 ; Qeysen H. M. et 
aU Proc. Nat Acad Sci. USA, 1985, 8i(1>, 178-182 ; Van ddrZee R. ef a/., Eur. J.. 
ImmutfoL, 1989, 19(1),. 43-47; Oey^eh R M.,; Southe^t A#Ian J. Trap. Med. 
Public HeaKh, 1990. 21{4X. 5?3-533 ; MlJlfipin^ Peptide Syftftosis Kits de bhifon), 
les algorithm's (De Groot A. a/., Nature Biotechnology, 1 999, 17, 533-561). 

En particulter fes polymicteotldes selon tinvenSon comprenhei^ la 
sequence niicl^dtidique cocbnt pour run ou lee deux domaines 
transmembrahallBs, de ppSfiSrence les deux, silujSs en partie C termir^e de la 
prot^ine 6. Rpur la soucha WNV NY99 ces domaines con^spondent aux . 
siquenoes:enaddesamfh^s7 de<3enBankAF1 96835. 

Oes dl^ents liicessalras k f expression du ou des poiynucliptidj^ sent 
prisentk II a'aflit a minima rfun codon tflnrtlatfoh (ATG), d'un ctedon slop et rfun 
pronioteiir, anisi qtfune sequence de poiyad^nyiation pour les plasmldes et les 
vecteurs. viraux autres que poxvlais. Lopsque le polynucteoBde code potir un 



fragment de la polyprot^lne, parexempie prM-E, M-E, piM-M-E, un ATG est place 
eri 5' de la phase de lecture et un codon stop est place eh 3'. Comme il sera 
explfqud plus loin, d'autres elements, pemnettant le contrdle de Texpresston, 

poun^bnt §tre presents, tels qiie sequences aGtivatrices (en anglais « enhancer »}, 

>■ ■-'■ • ■ ■ " . • 

sequences stabilisatrices, sequences signal permettant la secretion de la prot^Ine. 

La presente invention a aussf pour objet des prSparations comprehant de 
tels vecteurs d'expression. Plus paTticull§rement, elle cpnceme des preparations 
ebmprenant un ou plusiours vecteurs rfexpression fn vivo, co^prenant et 
exprimant un ou plusieurs des polynucleotides cMessus, dont eelui codant pour 
E, dans un vehicule ou excipient phamiaceutiquement acceptable. 

Suivant una pr^midre modalite de F invention, le ou las autres vecteurs dans 
la preparation cbmprennerit et expriment uhe qu plusleiirs autres prot^ines du 
virus WN,e.g..prM,M,prM-M. / 

Suivant une autre modalhe, le ou les autres vecteurs dans la preparation, 
compiennent et expriment une ou plusleuis protefnes rfune ou plusieurs autres 
souches de virus WN. Notarhment, la preparation comprend au mofhs deux 
vecteurs exprimant, en particulier //) vivq, des pofynycl^oOdes de souches WN 
diff^rentes, codant pour les memes prot^lnes et/ou pour des prot^ines 4iff6rer)tes, 
de preference pour les memes prot6fnes. II s'agit de prl^fSrence de vecteurs 
exprimant in vivo E ou prM«M-E de deux, trois ou plus Ruches WN. differentes. 
^invention vfee aussi les melanges de vecteurs e?(prtmantprM^ M^ prM- 
E ou M-E;de souc?hes dlff6^^ 

Suivant une autre modialrt^ encore, et comme on le verra plu? en detail plus 
loin, le ou les aOtres vecteurs dans la preparation cbrtiprerinent et expriment une 
ou plusieurs cytokines et/ou un ou plusieuis knmunogdhes d'un pu plusieurs 
autres agents pathogfenes. 

L'lhvention vise aussf fes; ^Ivers^ difterentes 
rnodaHtfes: 

Les preparations compreridnt un vecteur rfexpresision /n v^o ou in vivo 
compronant et exprtrriant un polynucleotide podanl pQur ))rM«M-i consOluerrt un 
m<>d6 tfe realisation prefer^ de rinye^^^ 



• Suivanf un mod© de realisation partlculier de j'invGiition, les veicteurs 
d'expression in vivo ou fn vitro comprenrient comme seul(s) polynucl§olide(s) du 
vinjs WN, uh polynucleotide codant pour la prot^ine E, Sventuellement asisocfe a 
prM et/ou M, de preference codant pour prM-M-E, el ^vpritueliemenl une 
s^uehce signal du virus WN, 

Sulvant un mode de realisation parliculler, une 6u piusieuiB des protelnes 
rion structurales NS2A, NS2B et NS3 sbnt expriirvees conjolntement aux prot^ines 
stmelurales selon rinvention, soil via le meme yecteur d'expresslon, soR via un 
vecteiir d'expresslbn propre. Hies sojtt tie piiBf6renoe exprim^s ensemble h partir 
cfun polynucleotide unique. 

invention a done aossi pour 6bjet un vecteur expression, in viyo ou jn 
vitro, comprenant le polynucleotide codant pour. .NS2A. NS2B, NS3; leurs 
comblnalsbns, et de preference pour NS2A-N^B-NS3i A fa base, ce vecteur peut 
§tre run des vecteurs decrfts. cl-dessus, comprenant un polynucleotide, codant 
poar une ou des proteiries stmclurales, pptetfnment E ou prM-^M E, En \ttu1ante, 
I'inyention concerhe une prepamfipn telle que decrite cMessus, comportant en 
outre au moins un tfe ces vecteurs expiimant une proteine non smn^rale et 
eventuell^eril un vehlcule oil exclpfent phanTiaceuttquement acc>6ptab1e. 

Pour reailser les vecteurs d'«xpression selon I'lhvention liiomnie du metier 
dispose de differentes souches du v&rus WN. et de la description de la sequence 
nudeotidique de leur genome. Voir notemmeni Savage H..M.,ef a/. (Am. J. trop. 
Med. Hyg. 19^9, 61(4). 6^0-611), tableau 2. qui mentfenne 24 souches de vftus 
; WN et donne les reference cfaoces & des sequences pGlynucleotidlquw dans 
GenBahk. 

On peut par exemple se rfiferer 4 la sbuche NY99 {^enBarvk AFI 96835). 
Dans GenBank. II est prSctee pour. cha<|U6 pioteine la s^uence .d'ADN 
correspondante (nucl4Qfkles 466r7^*1.poiir i3rM. 742-^ pour M, 967r24e9 pour 
E, SOit 466-2469 pour pilff-M^E, 3526^218 pour NS^, 4219*461.1 pour NS26 « 
4612-6468 pour NS3, soit 3526-6468 pour.N^-NS2B4s|S3); Par cpmpaials6n et 
allgnement de sequences, la. determinatfen d'un pQjynudeotide codaril pour tefle 
prot<§me dans Une autre sbuche de V\l1slV est immedi^^^ 



. II a ete indique^lus hiaiit qu6 par polyhud^otide; oh ehtendaK 
. 6odant pour la prot^ine ou un fragment ou un epitope, spi§cifique du virus WN- En 
outre, par equivalence, le terme polynucleotide englobe aussi les sequences 
nucleotldlques correspondantes des. dlfferentes souches de viais WN et les 
. 5 s§quences nuol^otidiques qui different par la deg^nerescence du code. 

Au seln de la famille des virus WN, Tidentite entre sequences en acides 
amines prM-M-E par rapport a celle de NY99 est egale ou sup6rieure k 90 %. . 
Sorit done comprises dans rinvention les polynucleotides codant pour une 
sequence d*acldes amines ddnt Tidentit^ avec la sequence en acides amines 
10 native est sup^rieure ou 6gale k 90 %, notamment a 92 %, de preference a 95 %, 
et plus parlloulfdrement encore 98 %rSeront aussi consfderes^ comme des 
equivalents les fragments de ces polynucleotides hom6iogues» qui sent 
.sp$oif^uesdesvirus:WN. ' . . 

Airisi»^si Ton parie d'un polynucleotide du virus WN, ce tenme engiobe les 
15 s6quehces equivaieritesau seifisdel^^^ 

On a vu aussi que le tenme proteioe englobe les pdypiaptides et peptides 
immunoldglquemem actife. Pour les besbW^^ 

a) les prot^ines conrespbndantes des diffSrentes souches de virus WN ; 

b) les protelnes quj en different mais qui cohsenreiit avec une protiiine 
^0 native WN une identite siipdrieure ou ^gale k 90 %, notamment k 92 %, de 

pr6fi§r6nce ^ 95%, et plus parttcu1t#remearit encore 98 

Ainsi, si i'on parte d-une prot^lrie du yinis WN, ce temte engfobe les 
prot^ines dquivalentes au sens de nnv^ntl^ 

biff^rehtes souches de vims WN sont accessibly aitprds de coltectlorts, 
23 fiotammeht aupres de VAxrieAcan Type Culture Collection (ATCC), par exemple 
sdus les num6ros d'accfes VFV82 ou VR7I267. Le Snras d4nomm§ Kuri|ln est 
consid6re (xnnrTie ^nt eri fail un virus WN. 

ponform^meht rinver)l&>n oh priSf&fe c^^ 
' pluitii^ s^quen6&nuct^tidk|uecodSHit p^^ 
30 ia prot^ne exprimde pour eri asisurer ia s^fen. II <lono s'asjir cfime 
sSqueince endog^e, o'esl-Mfre de la s^quence^nalnaturelle lorsqi/elle exists 
(provenant du mime vinfe WN ou d'uhe autre souche). Par exemple, pwt le virus ^ 



WN NY99, la sequence signal ehdogene de E correspond aux nucleotides 922 it 
966 de la sequenc QenBank ; pour prM il s'agit des nucleotides 421 a 465. 11 peut 
aussi s'aglr d'une sequence • nucI§ottdique codant pour un peptide signal 
hit^rplogue, notamment celle codant pour ie peptide signal de factfvateur 
5 ttssulaire du plasrhinog^ne bumain (tPA) (Hartikka J. et ai. Human Gene Therapy, 
1996, 7, 1205-1217). La sequence nucldotidlque codant pour Ie peptide signal est 
inser^e en phase et en amont de la sequence codant pour E 6u ses 
conribinaisor^s. e.g. prM-M-E. 

Suivant une premiere, modalile de Finventlon, les vecteurs rfexpression //? 
10 v/Vosoht desvecteursvirayx. 

Ces vecteurs rfexpresslon sont avantageusement des poxvirus, par 
exempJe Ie vims de la vaccine, les avipox (eh partieuMer canarypox, fowJpox), Ie, 
swine}>ox, Ie raccoonpox et Ie camelpox, des adenovirus, teis que les adenovirus 
aviaires, canins, porcins, bovlns, humains, et des herpesvirus, tels que les vims 
• 15 herpes 6qulns (EHV serotypes 1 et 4), Ie virus herp6s canin (CHV), Ie virus herpfes 
felin (FHV), les virus.herp^s bovins (BHV serotypes 1 et 4), Ie viais herpes porciri 
(PRV), ies virus de la maladle de Marek (MOV serotypes 1 e4 2)> Ie virus herpes 
de la dinde (HVT. ou MDV serotype 3), Ie virus heipes du cananJ. Pour la 
vaccination de I'esp^ce avlalre Ie vecteur HVT #st pr6f4re, et pour la. vaccination 
. 20 des cHevaux on pr^fere Ie vecteur EHV. 

Pour les poxvirus, rhomme du metier peut se reporter k V\rOA-90/12882, et 
plus parllculI6mment pour le virus de la vaccine i US-A-4,769,330; US-A- 
4,722,848; US-A-4,603,112 ; US-A-5,1iQ,587 ; US-A^5,494,807 ; Hls^ 
5,762,938 ; pour Ie fpwipox a US-A-5, 174,993 ; US-A-5,505,941 ; US-5,766,599 ; 
25 pour Ie cahaiypox k US-A-5,756.103 ; pour .Ie swinepox k US-A-5,382,425 ; pour 
le mccoonpox & WO-A2-00/Q303(). 

Lorsque Ie vecteur ^expression, est un viras de )a vaccine, les sites 
tfinserSon du (des) pofynuGleotlde(s) k exprim^r sort en partfcuiier Je gfene de la 
thymidine kinase (TK), Ie g6ne de rh^agglutinlne (HA), la region du corps 
30 tfincluslon de type A (ATI). Lorsqtfil s'agit rfun canarypox, les sites ^insertion 
sont en parBculfer situ6s dans, ou constftuis par, Jes GOLs 03; C5 et C6. Lorsqu'B 



s'agit d'iin fowlpox, les sites cf insertion sent en partipuli^r sHuds dailSr ou 
constftu4s par. tes COLs F7 et F8. 

Seloh run des modes pr6f6res de Pihvenllon, le vecteur rfexpresslon 
ppxviftis est un ALVAG ou un viais canarypox (par exemple de la eoudie 
. 5. Rentschier) qui a att^nud, notan^rtient par plus de 200 passages sur cellules 
-de jflbroblastes rfembryons de poulet (CEF). Un virus canarypdx de souche . 
ALVAG a 4t6 d6pos§ le i4*novembre 1996 auprfes de FArheriCan Type Culture 
Collection (ATCC) sous le num^ro (facets VR-2547. D^autres poxwms att4nu6s 
peuvent etre utilises, hotamment des fowlpox atli§nu6s (e;g, TROVAC) ou des 
. 10 virus de la vaccine att6nu6s (e,g. NYVAC). Sur les po5Cvlais TROVAC et NYVAC, 
. . r homrne de Fart peul. se reporter au brevet WO-A-96/40241 . ' 

^be pr^f^rencQ, lorsque le vecteur d'expression est un poxvirus, le* 
polynucleotide k exprimer est fns6r6 sous le contrSle tfun promoteur sp6clflque 
des poxvirus, notamment le promoteur vaccine 7^5 kDa (Cochrcm et aL^ J. 
15 Virology, 1985, 54, 30-35), te plpmoteu^ vaccine I3L (RMere ef a/., d. Virology, 
:1992, 66, 3424-3434), le promoteur vaccine HA ($hiaa, Virology, 1986, 150, 451- 
457), le promot&iir cowpox ATI (Funahashi 6* aA, J. Gen, Vlrd., 1968, 69, 35-47), 
. ou encore le prornotiBur vaccine H6 (Taylor J, ef ah Vaccine, 1988, 6, 504«G8 ; 

Guo P, et ah J; VlroL, 1989, «3, 4189-4198 ; Perkus M. et ah J. viroL, 1989, 63, 
20 3829tS^). 

Lorsque le vecteur dTexpressbn ^ un . virus herp^ HVT, des i^es 
drinsertiQh approprfes son! en parflculler tacafisds. date ie fmghient BamHI I ou 
. dans Id fragment BamHI M de HVT. Le fragment de restriction de BamHI I de HVT 
oomprend ptusleurs . oadr0$ ouverte de lecture (COLs) et }roFs r^bns 
. 25 Irrterg^nlques et comprend plusieurs zones prdfSr^es cTineertion, & savoir les trote 
regions iritergSnlques 1, 2 et 3, qui sent les regions prgferees, et le COL UL55 
(FR-A^ 728 795, US-A-5 980 906). U fmgment d? restriction BarnHl M de HVT 
qomprend le eOL UL43 qui est aiissl im site pr<|f6r§ rflnsertioh (FR^A-^ 728 794, 
U$-A-5^S54). 

.30 . Lorsque Id vecteur (TexprBssioh est tjn vims herpte EHV-t ou EHV-4, des . 
sftes d'Insertion appropriSssontenpartteOlterTK, UL43 et UL45 (EPrA-066jB355). 



De pr§f6rence, lor^que te vecteur (r©)(presslon est un virus hdjpfes, le 
polynucleotide k exprimer est Ins6r§ sbus le .coAlr6te'<fun pronwleur eucaryofe 
fort, de pfdMrence le promoteur CMV-iE Ces promoteurs forts sont decrfts ci- 
syjres dans la parte de la (jescriptton ifelatwe a^^^^ 
5 . Suivaht une deuxtdme modalitS.de r Invention, les v^eurs cf expression in 

vm7 sont des ve<^eut^'pla8midiquei5 appelSs.plasmM^ 
' ■< ■ ,1 Le tenine..plasmidi9 entend recpuvrir toiite de transcription ADN sous 
forme d'une sequence p6Iynucl6otfdicjue compnenaht un pdynudeotidB sefon 
finvention et les elements nScessaires ii son expression in-ynvo. On pr&hre la 
10 . forme ^smfde diculafre, superenroul^e bu non. La fonne liheaire erjtre 
^aiejfneht dansle <»dre de cette bweniion. 

. Chaquepiasmide comprend uh prornpteur apte li: assurer, dans 1^ 
hdles, Pexpressfon du polynucI§<^lde; insiSrS sous sa d%)endanp©: II s'agft en. 
gdhSral d'un pitmotebr eucaryote fortAe pipifl^ . 
• 15 prbm^isur p>rS©oce du cytom6gabvirus (CMV-IE), d't)rtglne bumaihe ou murlrte» ou 
ericpm dventuellement d'une autre oi^lne tislle qye rat, c6i}^d. Le prx^meteur 
OMV-IE P«ut c»rnprendre la partle.prbmoteui- procurement dite, a^oeide oti non & 
partle activatrice (enhancer). Ori peiit $e r&6m a .EP-A-260 148i EP-Ar323 
597, US-A-5 168 062, ,!US-Ar5 385 839. .USrA^ 968 615, WO.A-87/039b5. On 
.20 ptilhn le CMV-IE humabi (Poshart M. ef aA, Cell., 1985, 41, 521-530) ou murin. 
^ De manl&re pilus. gSn^le, le promijieur est soR <f orfgirie vbale, soft 

d'brigine cellulaJre. (^mm^ promoteurM fort a^^ 

promqteur pr§coce/tardif du virus SV40 ou le prbmbteUr Lf R du virus du iSarcoriie 
deHous: CorniTiepionrioteupc^^^ 
25 . . cyiosquetette, tel qiie par exernple le prornoteur de la de5«jlne (Kwls«i M. et al, 
■ VaccinB, 20QD. ia(l>2), 2337-2344). ou encoi© le pron^oteur de fafcline (MiyazakI " 
J. e« a/., Gene, 1989, 79(2). 269-277). / ■ 

Par §qui\^lenoe, les sous-fragrnents de ces jpronKJte^^ 
activite promotrk>e enj^quate isont compiis dans la prSsente invention : e.g. les 
3^ pr&moteurs OMV-IE tror)qu§s s^n WO-A-98/00166. La notion . de piornoteur 
. selon l^^verition inolut dor>c les dSrtv^^^^^ 

promotHce adequate, de pr$f6reiice substanSellement «mllalre li celle du 



promoteur propremeht drt dont Hs sont issus. Pour le CMV-IE, cette notion 
compnend la parte promoteur pfoprement dite .et/ou la partte activatrlce .et les 
: df nvSs et sous-fragments. 

De pr^Mrence les plasrnides comprennent d'autres elirnents de contrSle de 
5 Pexpr^sslon, En particulier, il est avantageux d'incorporer des s6quen(5e5 
stabllfeatrices dii type Intron, de preference intron II du g^ne de la p-globlne de 
lapin (van 6oyenefa//Sclence, 1979, 206: 337-344). 

Gomme signal de polyad^nylatlon (polyA) pour Iqs plasmldes. et les 
veoteurs vlraux autres que poxviais. on peut utiliser notamment ceiul du g&ne de 
lb rhotmone de proissance bovine (bQH) (US-A-^ 122 458), celul du gSne de la 
glob&ie du lapln ou celui du virus 8V40. 

Les autres SlStnenits de contrdle de re^q^ifession utlilsables -dans; dee 
piaisniijdes peuyent (Sgalement Tdtre dans des vecteurs d'expresslon virus hetpde. 
Suhrant'une dutie modafitd ide rim/entk^^ 
15 dee vecteurs cf e}q[>resslon utill^ pour exprtmer h ufino le^ protebiee dans un 
l^^e cellulaire apprbpri^. Les prdtiines peuvent dtre ensuite rScol^s dans le 
. surn^eant de culture, apr&s s6cr6tlon ou nort (s'll nV apass^r^tiori. brtprocide 
k uiie lyse cellulaire), 6ventuellement coneentao^es par diss teohhiques ciassiques 
. de cc^centratloni notamment p^r ultrafiltration et^ou pinW^es par deis mj^ens de 
20 purification classiques, notamment les techniques de chrornatographle de type 
aiffinl^i Schange d*.ldn, <ni gel-fito^^ , 

La production ei$t effectUi^ par tratisf^PO de cellU^ 
des piasrhldes, par rSplication de ve(^eurs vlraux sur cellutes de mammffSie ou 
cellules aviaiies, ou par rSpHcatlon de Baculovlrus (US-A-4 745 061 ; Vialaid. J. 
25 a/., J: Virol., 199D, 64(1). 37-50; Veme A., Virology, 1988, 167, 66.71), e.g. 
Autographa callfpmica Nudear Polyhe^lriosis Virus AcNPV, sur cellules d'Insectes 
Ofiar exempli celleiles j5f9 Sppicto/jfe^a: ATCC Cl^L 1711), 
Gomme cellules de manimifdres oii peut utills^r notamrnent 0ed cellule de 
. . hamster (par exemple bHO ou BHK-2i), des cellul^ de» singe (par exempte COS 
30 ou VERO), L;invertU6n couyre done iSgalement ces yecteurs d*expt^on 
Ihcorpoiant un polynu6l6otide sefon Piniveniion, les pnat6lne6 dia WH ou fragments 
. . ainsi produits et les prdpaiiatbns (es cpnteriant. 



La presente invention a done aussi pour objet fes pr^psirationS purifi^es; 
et/ou concentrees de prolines WN. Lorsque le polynucleotide code pour plusieUre 
p)-ot6ines celies-ci sonlciiv6es. et les preparations cl-dessus contiennent alois des 
proteines cliv6©s. 

L'lhvention a egalement pour objet les compositiorte immunogkies et les 
vaecins contre le virus WN comprenant au molns un vebteur d'exfiressipn in vivo 
selon rinvefitlon et un yehlcule ou exclplent pharmaceutiquement acceptable et 
^entuetlement un adjuvant; 

j.;;La notion de. cprnposition immunogSne. reaHJvre toute composition 
suscej?tible. urie fois administree a Tespfece clble, d^induire une r^porfce 
immunitaire dirigie contre le virus WN, Par yaccin, on entend une compositioh 
capable d'induire une protection effl©ace. Les espfeces clbies sont prfndpalement 
les equid^s, les carild^s, les f(§lid6s,. les bovld^s. les suld^s. les oiseaux, de 
preference le cheval, le chlen, le chat, Je pore, el pour les oiseaux, les ofes, les 
dindes, les poulets, les canaids. cp qui par definition, engtbbe les ar>imaux 
reproducteure, les pondeuses, les animaux de chair. 

4es vehicules ou exciplents phamiaeeu«quement acceptables sont 
parfpitement connus de rhomme du metier. A titrte d'exempte, peiit s'agfr de 
solution saline NaCI^ 0.9% ou de tampon phosphate. Les ydhfcules bu excipients 
phafmaceutiquement acceptabtes englobOTt auissi tout . compost ou combinalson 
de composes penneftant la facilitation de radmlillstiatlori du vedeur, hbtamment 
cle latransfectlon. et/ou rameiiorailpn de la ponsewafion. 

Les doses et volumes de dose 6ont ddfviis plus loin dans le cadre de la 
description generate des rnethodes d-lnimurilsal^ 

42es composRIohs. imrpuhogSnes et les vaccins selon PInvention 
comprennent de pr6f6rence un ou plusfeure adjuvants, chotete nolarnment paitni 
les adjuvants u^uels, Cbrtytennent paftlouDdrement bien dans le cadre de la 
pr6sente invention: (1).polym6res de radde aciylkjue ou m^thacrylique. 
pplymeres cTanhydrfde mal^lque et de d6riv§ ate$nyle, .(2) sequences 
ImmunosSmulatrices (ISSK wtammem siSquences ollgodfisoxy 
ayarrt un ou plusleurs motlfe CpG rion nidtTytes (Kllnrhan CK M. .ef a/., Proc. NatL 
. Sd. USA. 1996, 93, 2879-2883 ; WO-Al ^8/1 6247), (3) une Emulsion hulle- 



dans^reau, eh partictilier r&mulsion SPT decrite ^ la page 147 de «Vaepin6 
Deslgr>, The Subunit and Adjuvant Approach >» edited by M. Powell, Newman, 
Plenum Press 1995, et F^mulsion MF59 decrite A la page 183 du mSme. ouyrage, . 
(4) lipides catlonlques cdntenant un sel d'OTnionltim ciuatemajre, (5) cytokines, ou 
(6} leurs comblnaisons ou melanges. 

L'emutefon hutle-dans-reau (3), qui est partlcuniiement adaptie pour les 
vecteuis viraux. peut notamment jltre ^ base : 

.- tfhuile de parafflne liqulde (type Pharmaoop6e europ6enne) ; 

- d'huileisopr^nplde telle quietesqualafie.tesqualfene; 

.- d*.huile resultant de rpljgomSrisation d'alcfehes, en particulier 
d*t80butdne ou de decdne I 

T d'estered'addesoutfatoooisJigroupernOTtalkyleiln^air^; 
, - . plus particun^rement huiles v4g§tales, OjSate d'ettiyle, di(capryteite / 
caprate) de propylene glycol, tri(capiylate / wiprate) de glycerol, dfel€ate de 
propyi6he:^ycol ; 

, ' rfesters d'^ldee oU rfateoois gras ramrff^s, en particulier estera cte 
Facfde Isostj§arfque. 

L'huile (Mt utilisee en assoclatlori avec des ernuteifiants pour former 
Timuteion; Les (emulsrfiants. sont de preference des tenslo-actifs non loniques, en 
particuRer: . 

' tes e^eifs rfune part do sorbltian, de manriide (e.g. oteste . 
d'anhydromannllol), de glycerol, de polyg|yc6rof, ou de propylene g^l el cf autre 
part d'aclde ol^l^e, isosl^afkiue, riclnol6ique, hydroxystdarlque, ces esteri 6tant 
ivenfitellenraent ithoxyldSi 

- les: blocs copoIym6res polyoxypropylene-po^icyithyf&ne, en 
particulier les Pluronic®, notemment L121. 

Pamil les polymfeies adjuvants de type (1); on pr6ffere le? polymftres de 
radde acrytique ou m^thacryB^ue rSficutes, notamment i^iil^ par d^ ^thera 
polyalc^ques de sucres ou de polyateoote. Ces wnposfc sent connus sous le : 
feime carbom^te (Phanrneuropa vol. 8, n* 2, juin 1^96); L'hornme de ratt pfeut 
$U8Sl 66 mmr iUS-A'.2 9094^ qui de tete polymferesaciyllques r6tlcul6s 
pir urt compost fwlyhydroxyii ayant au molns 3 grwpes hydroxyle, de 



pr6f§ranc0 plus de 8, tes atornes cfhydrogene au mofns trois hydroxyles 
etant remplac(§$ par des radicaox aJiphatiques Insatur6s ayant au moins 2 atomes 
de carbone. Les radicaux pr^feres sent ceux corrtenarii de 2 h 4 atomas de 
carbone, e.g. vinyles/ allyte^ et autres groupes ethyleni^^^ insatures. les 
mdicaux insatures peuvent eux-rnemes contenir tfautres substftuants, tels que 
methyl Lesproduits verldus sous la denomination Garbopol® (BF Goodrich, Ohio, 
USA) soht particulieremfent apprbpii^. lis sont notamment reticules par un aliyi 
saccharose ou par de Tallylpehtaigrythrftbl. Parmi eux, on peut Citer en parttculier 
les Carb6poKg> 974P, 934P et 971 P. 

Pamii les copotym6res rfanhydiide rnal6ique et de derive alcenyle, on 
pr^fere les EMA® (Monsanto) qui sonl des copolymeres rfanhydride ririaJ^lque et 
tf Sthylfene, lineaims ou reticules/ par exemple. reticules par du dlyinylether. On 
peut se r^ferer a J. Fields et al. Nature, 186: 77&-780, 4 juin 1 960. 

Sur le plan de ieur stiructure, les . poiymdres d'Aclde acrylique ou 
m^tbacryllque et les EMA(& sont fomies.de preference <le motifs de base de 
formuie siiivante : 



CXXDH cdOH 



dans lacjueild : . ' . 

Ri et Ffe, identiques ou differe|ite, repriiseaitent Hpu CH9 

X i= 0 ou 1 , de preference X = 1 
-y= 1 ou2,avecx+y=2 • . 
Pour tes mm, X = p el y = 2. Pour les carbom^res. x « y » 1 . 



Ces polymferes sont dlssous dans feau ou dans de Feau physlold^i^e 
(IvIaCI ^ 20 g/D «t le pH est ajust§ k 7.3-7,4 par de la soude, pour dpnner la 
solution adjuvanite dans iaquelle les vecteurs (f expresslort seront incorpores. 

La concerrtraiion erv polymire dans la cwnposKioo vaccirtale IfhaW peut 
notamriiiehl aHer d© 0,01 % li 1,5 % P/V, plus pkrUcull6rement de 0,05 h 1 % P/V» 
de preference de. 0,1 0,4 % P/V. 

Les lipjdes catfohiques (4) contenan* ini sel (f ammonium quatemaiire, qui 
sont particuKerement mais pas exdusivement adaptSs pour les pl£^mides, sont de 
prfeif^rence ceux qui r^pondent a lafonriUfe suivante r 

: -I. 

. R,-0-CH,-CH-CH.-N Rg-X 

I • I - 

OR, CH3 . 

.dans Iaquelle R1 est un radical iallphatrque liniiaire, satunS ou in^tui^, 
ayaht 12 h 18 atomes de cartlone, R2 est un autre radicjij aliphatiqud, rerifemint 
2 ou aatonries d© carbone, et X on groupemeril hydrpx^e ou amine. . 

. Parmr ces llpldes oalionlques, on prefere le IJMRie (N-(2-i^^ 
N,N-dim^thyl-2,34>is^etrad6cyIoxy).1-propanammoni^ ; Wp-A-96/34109), de 
|H^4*ence associfi ayec un lipide n^jtra^ de pt&6mH» tei DOPE (dibleoyi- 
plwsphatidi^ethaholamine ; Behr J. P., 1994,;Biocpnjugate Cliemlstry/$, 382- 
3^); pourfcniifierle DMrIe-^DOPE; 

De pi^drence, le mSlange plasmidQ avec cetadjuviam 
extemp6raniie et ron pr$fdre, aWjt son administration, Jai^ 
m^nge ainsi censtHu^ de se cpmplexer, par ^mple p^idant une dur6e all^t 
de 10 & 60 ntinutes, not^nuftertf de fonjie da 

UrsqUe du DOPE est present, le raBo motalre DMRIE : DOPE y/a de 
prifdronce de 95; : 5 ^ 5 : 95; plus partlculi^rement de 1 : 1: . . . 

Le ratio pond^l plasmlde : adjuveint DMFME ou DMRIE-DOPE. petit aller 
notammentdeSO: 1 ^ 1 : 10, en paiticuliecde 10 : 1 kA :5,etde pr6teMnce de1 
:1 &1:2. 



La ou les cytokine? (5) peuverit §tre apporte©(s). s&us foitne'lde prot6iri© & la 
comiSOBitfen ou vaccin, oti etre co-exprim6e<s) chez fhdte avGc le pu les 
.jmrmiiiojgenes. La preference va la co-expression de la ou des cytokines, soft 
par je meme vecleur que celd exprimant rjrnmunogfene, soft par un vecteur 
projPHB. 

Les cytokines peirvent notammenl etre chobles parmi : interieukine 18; (IL- 
18), interieukine 12 (IL-12). Interieukine 15 (IL-15), MlP-la (macrophage 
Irrfl^nfimatoiy protein la; Marshall E. e* a/., Br. d. Caricar, 1997. 75(12), 1715- 
1720), QM-CSF (fadeur de sflmulation de la formation de colonies gfanulo- 
ni^crophagiques, ou en ^nglala Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating 
Factor)).. On peut ciler ell 0arti(5ull6r des cytokines aviaires, notamment belles du 
pdulet, relies que clUtB (Schneider K. ef a/.. . J. Interferpn Cytokine Res., 2000, 
20(10), 879-683), clL-15 . (>Gn K.-Q. et a/.. Vaccine, 1999. 17, 858^). et des 
q^^Wnes equines, notamment I© GM-CSF equlh (WO-A-00/77210)), De manl6FB 
/piiSferee. on utilise les tq^Wnes de Festp^ 

WO-ArOO/7^1(j decril la s^quehca nucl^otldlque et la sequence en acldes 
amines con-espondant au QM-CSF dquln. ia pittductlon de GM-CSF ^ i#o et la 
constrtibtion de vecteurs.(plasmides et ve(*BUis vlraux)|)eitnettant Pe 
GM*CSF equin In vA/©, Ces proteine, plasmides el vecleurs viraux, peovent dtr© 
utiiisi9 dans les cpmpositibns ImmunogfeniBs et les vacclns dqujns seton 
Hnventioh, A titre rfexeifople, on peututiHsferle 

3 de cetle d^ande an^ure oii utHlser renselgnemenl. de cetfe demande 
ant^rieura pour prodiilfe rfautres vecleurs ou pour produire In \ritm du GM-CSF 
dquln. et incorporer ces vei^leurs. ou.ce ©M-CSF^quin (fans les <»nipc4ftforis 
tounog6nesou\racfclns6qulnseeionl*lnvent^ . 

tk presente hyei^tlon. a encore pour objet des compositions ImmunogSnes 
et des vapcins dits d© ^us^initfe, cornprenant la piol^e E. at^^veritu^ment 
ime du plusleurs aufres prtrt6lnes du \«rM8 WN, optemmeht prM ou M, de 
pf5«4renceprodurt8 pai-expressfon »7V««> comma dMcWessu^^ et d'autre part 
tin vShlcule ou exciplent j3hdmiac©utlquementa<^^ 



Les Vehicules ou exeijjients pharrnaceutiquement . acceptables sonl 
parfaftement corinus de rhomme du metier. A titre d'exemple, 11 peut s'agir de 
solution saHne NaCI a 0,9% ou de tampon phosphate. 

compositions immunogfenes et les vaccins de sous-unlt6s selon 
finventfon comprennehl de preference un ou plusleui^ adjuvants, choisis 
ndarsimeht parmi les adjuvants usuels. Convfennent piarticulierement blen dans ie 
cadre, de la pr^sente invention : (1) un polymere de I'acide acfylique ou 
. m^thacryllque; un polymere d-anhydride mal^ique et de derive alc6nyle, (2) urie 
sequence immunostimulatrice (ISS), notamment une g^uence 
oligod§soxynbonucl6otidlque ayant un ou plusieurs motifs CpG non m§tbyl6s 
(Kllnmari D. M. et al.i Pix)c. Natl. Acad. Sci. USA. 1996, 93. 2879-2883 : W0-A1- 
98/16247), (3) une Emulsion huile-dans-Peau en partlcuiier I'^mulsion SPt decrite 
h la page 147 de « Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach » edited 
by. M.1^Powell, M. Newman, Plenum Press 1995, et Temulsion MF59 . decrite a la 
page 183 du meme ouvmge, (4) une Emulsion eau-dahs-rhuile (EP-A-639 071). 
(5) la saponin©, en particulier Quil-A, ou (6) de rhydroxyde d'alumlne 6u 
equfvafent. Lesdlfferents types d^adjuvantsd^finissous 1), 2)et3yojjt§t6 d6c^^ , 
pr^cedemment plus en detail en regard des vaccins k base ^ vecteurs 
cf expression. 

Les doses et volumes de dose sont d4finis plus loin dans Id cadre de la 
description generate des methodes d-lmmunisatlon etde vaw^^ 

■ConfomD^ment a rinvention, la vaccination centre Ie viros WN peut §tre- 
assodte a d-autres vaccinations dans Ie cadre de programrnes de yaeclnatlon, 
sous fonme de kits d'Immunisation ou de vaccination ou encore sous foime de. 
i^ompGsitloris Immunog^nes et de vaccins multivalents, Cest-^-dTOcompreftatf au 
moins un oomposant de vacdn contre Ie viras WN et au moihs un composant de 
vaccin contra au molns un autre agent pathog^ne; Gecl indut/aussl rexpr^sslon . 
par un mSme vecteur d-expression de gfenes tfau molns-deux agents pathog6ne$, 
virus WMinclus. 

t'lhvenOdnaainsrpourobjelunecbn^posftlonimmunogM . 
un vaccin mufthralent contre Ie virus WN el contr© au mbins un autre p^tiiog&ne da 
respdce dble. utilisant un mdme vecteur d-expresslon in vivo cpntenartt et 
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©Xpilrhant au mOfns un p6Iyriucli§dficle du virus WN selon Tinventfon et au rrioins 
un polynucleotide exprtmant unftn / 

Par « immunpgSne ^ ainsi exprimS/pn ehte^^ 
glycGj?fot6ine, polypeptide ou peptide, 6prtope ou d§rlV6> e.g. protelne de fusion, 
;S' indulsant une.r6p6n$elrt)munlteire.depr^^^ 

Comme cela a ete dj§crft pr§c6demmeht, c^^ 
multlvalerits comprennent^ussi un vebicula .ou exclplerrt phanttaceutiquement 
... acceptable, et ^ventuellement un adjuvant. 

L'lhventlon a dgalement pour objet une composition Immunogene 
10 muHh/aiehte ou un vacch multivalent comprehaht: au moins un vecteur 
•d'expresslpn /n vii^o dans lequel est inseree au molris un p6lynucl6otrde du vTms 
WN ^lon r invention et au mojns un deu)d6me vedeur tfexpresslon dans lequel 
est Ins6r6e un polynucleotide codaht pour un Immiiriogdne d-un autre- agent 
pathog&ne. Comme cela a 6t§ dficiit pree^dem^^ 
iS . multryalents comprennent aussi un v^hlcute ou exciplent pbarmaceutlquernent 
acceptable, et 6ventuellernent un adjuvant 

Pour les compositfpris. ImrhunogSnes et les vacclns muRivatents, lesdfts 
■ ^ ^»^ree pathog6nes.6qulns s^^ . 

les virus de la rhihopneumorile equine £HV^1 et/bu EHV-4 (de pr^fdrehce on 
20 assrct^ des immuhogfenes de EHV-1 et 

vinjsderencephdft^^^ ; 

rehc6phalite Y^nSzu^lienne VB/ {ot\ pr6f6re une comblrialsoh des trois EEV, 
WEV et VEV), ChsMdijum tmnl (t§tanos), et teurs melanges. Pe pr6terence> pour 
. . "^^Y 9" <5hotslt les g^nes gB et/ou gp ; pour ElV les gfenes HA, NP et/ou N ; pour 
25 les virus des,^c6phaBtes C E2 ; pour Clostridium tefan/te gSnejCodant pour 
tout pu partie de la sous-unite C de la todne t6tanique, Cecl Inclut f utilisation de 
polynucldotides oodanl poijr uh fiagment imrnunologlquem^^ adif pu uii epitope 
de ^'ntimundg&he. 

. Usdltsatrtrespathogenesavialres sOT^^^ 
. 30 compreriant les vinjs dd fa mafedle de Manslc MDV (s6it>type$ 1 et 2, de 
: preference serolype 1), virus de la maladie de Newcastle NDV. vlru^ de la maladie 
de Qumboro.IBDV, virtis de la bronchite infecBeuse IBV, virus de fanemie 



infectieuse CAV, virus de la laryngbifaeheite infectjeusq. ILTV, Virus de 
renc^phalomy^lite AEV (ou ©ncofie virus d© la leucose aviaire ALV), vims de 
rent^rite himorraglque des dindes (HEV)» viriiS de la pneumovlrose (TRTV)i virus 
de la peste aviaire (influenza avIalre), virus de Pbydrop^rlcanlile du poulet, 
5 r§ovirus avialres, .. £scftencft/a coH, Mycoplasma gaiUnarum, Mycoplasma 
gallisepffcumi Haemophilus avium, Pasteumlla gairmarum, PastiBUreffa muH6cida 
galiicit^, et feuns mdlariges! D© pii§f6r©ncei pour MDV iwi c?hoislt les gSnes gB 
eVou i^jD ; pour NDV les gdnes HN et/ou F ; pour IBDV te gfene VP2 ; pour IBV les 
genes S <^t plus partfculieremeht S1), M ©t/ou N ; pour CAV pour les genes VP1 
k et/ou VP2, pour ILTV les gfenes gB etteu gD ; pour AHV les genes env eVou 
gdg/pro, pour HEV les g6rtes 100K ©I h^on, pour TRTV les g^nes F et/ou G ; 
. jjour la peste -aviaire les gfenes HA, N et/ou NP. Ced incKit Putlllsatlon de 
polynucleotides codant pour un fragment Immunologlquement acOf ou un epitope 
- decet lrnrriimogerie. 
IS A tllr© d'exemple, dans une conPiposlHon iminurjogfehe multlValente ou un 

yaccin ihulflvalent gelon finvention. (§v6ntuellemenl adjuy6 coinme <ldcrft d- 
dessus, desllnd k r©sp$ce 6qulhe, on peirt Incoiporer un ou pliisieurs des 
. plasmldes drifts dans WO-A-98/03t98 et.er^ paittculier darw les ex©i«ples 8 h 25 
de cette, demand© |uit6rieuie, et . ceux d^crfis dans vy:OA^/77C)43 el qui 
20 . concerpfent fesp^ce ^quihe, en partloulier-ceux dScrtts dans les exemples 6 et 7 
de qeite demande ant^rieur©. Pour Tesp^ aviaire, on peut Incorpdrer par 
exeiftpl© an ou plusieuiB des piiaBmldes decrits dans WGfAl-98/03659 el en 
partlcullerdans lee exernples 7 a ^ 

tes composi^ns hrimunogenes ou les vaw^ 
s pr^c^demment peuveni dgalement 6tre associ^ avec au molns un vaccin 
classique (InactM. vlvanl atlgnu^,.soCis-unft68) dIrIgS centre au moins un autre 
poUf^og^ne. 

. De mfirne, les cornposftions immunogfenes « fes^vacelns de sous-unRds 
salon Pmventton peuvent faire fobjet de vaccination associte. Ukwention a done 
aussi pour objet. des composhiQris Immunog^nes muiUvalentes et vaccine 
multlval^ts, comptenant une ou des piot^ines selon PinvenBon. et un ou plusleurs 
infimunogen^ (te temje Immunogdne a did d6flnl plus Daut) d-au moins un autre 
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agent palhbggne (notamfnent pamni la listo cMJessuis). ei/ou encore un autre 
agent pathogdne «6us fonne iriac^6e ou aat^nuiSe. Comme.cela a et6 d^crit 
prec§demment, ces cbmposflfons ou vaccfps multwalents. cemp^^ 
v^hicute oU exclpient phaitnaceutlquement acceptaW©, et 6ventuelleruent un 
;adiuvantc . 

La presents fnventlon a aussi pour objet dee m^tholctes (fimmunlsatipn. et 
de vaccination desesp!k>es mentionndes dklessus. 

Ces m§lhodes comprennent f adminlstratfon d'une quantH^ efflcace d'une 
compbsition Immunog^ne ou d'un vaccin selon flnventlon. Cette admlnfelratfon 
peiil se faire notamment par to voie parentdr&le, e.g. par administration sous- 
cutan^e/mtradennlquejntratmusculalre, OH psi^ 

Les d»ff4rent9 vacdns peuvenl $tm Inject^ par un Injecteur k jet liquide 
sans aiguille. Pour tes plasmides on peut aussi utiRser les partlcufes d'or enroMes 
de plasmide et prpjet^es (Je fa$on k p6ndtier dans les cellules de. la peaii du sujet 
^ immunlser (rising eif ait Nahire 1992. 956. 152-154). 

,Les composfllons immunogdnes et. te? vaccine selon Hnventlon 
oompferinent li^e quantity Sfficace de vecteur d'expresslon ou de polypeptide. 

Dans te c^ des . compositions. Immunog&nes ou des v^lns k base de 
plasmlde, une dose comporte de mani§m gdn^rale de 10 |jg envliwi k 2000 jig 
«ivlron, notamment de 50 |ig eniylron> 1000 ng environ. Les volumes de dose 
peuvent Sfi'd.cornprls.entre.O^I et 2 ml. de pt^^rence entre 0,2 et 1 ml. 

Ces doses et volumes de dose sont bien dtfopt^ poiir la vaccination des 
^ulns et des rnamm{f6re8. 

Pour la Vacdnatton de P«sp6ce aviaire, line dose est plus particulldrement 
comprise entre eMron lO iig et environ 500 >g, et pr6fGrentiellement entre 
environ 50 jig et. i&nvlron 200 )ig. Les volume de dbse peuverit etre pljjs 
paitlQuliferement comprfe entre 0.1 et 1 ml. de preference entre 0,2 et 0,6 ml. 

L'homme de fart possMe les competences n^cessaires pour optimiser la 
dose efflcace de plasmide ^ ullllser pour chaque protocole d'immunisatlon ou de 
vacdnation et pour dSflhlr la moaieufe vde d'admfntetratlpn. . 



Dans le cas des compositions imiTiunogdries ou des va^^^ 
poxvirus, une dose est de maniere genSrale comprise entre environ 10^ pfu et 
environ 10* pfu. 

Pour resp&ce equine et Jes mammif^res, lorsque le vect6ur est ie vinis de 
i la vaccine, la dose ,est plus particuli^rement comprise enlre en\dron 10* pfu et 
environ 10^ pfu, d© pr6f§renc© entre environ 10® et environ 10® pfu ; lorsque ie^ 
. vecteur est le virus panaiVpox, la dose est plus particulierement comprise entre 
environ 10* pfu et environ lO' pfu, de pr^f^rence^entrd environ 10® et environ 10* 
pfu. ^ 
10 Pour I'esp^ce aviaire, lorsque le vecteur est le virus canarypox, la dds6 est 

plus parh'culldremeol comprise eritre envirori 10^ pfu et envirori 10^ pfu, de 
preference entre environ 10* et envfrpn 10* pfu: lorsque le vecteur est le. virus 
fowlpox, la dose est plus pait'cullfeTement comprise ermo environ 10^ . pfu et 
. environ 10^ pfu, de preference entre environ 10^ et environ 10^ pfu. 
IS Dans.le cas. deis oornposltlons liKuhunogenes ou des \^cclns i base de 

vecteur viral autre que poxvirus, notamment virus herpes, uhe dose est de 
manl&re g4n§ra1e comprise entre environ ip' pfu et environ pfu. Dan^ le cas 
des cpmpoi^itioVis irnmunogenes ou des. vacdns avialfes une dosei est de 
g^ndraje comprise entre environ lo' pfu el envirpn 10^ pfu. Djans. le cas des 
20 compositlohs ImTnunog^nes ou des vaccins ^quins uhe dose est de manl^re 
g§n6rale confiprise entre environ 1 0^ pfu et environ 16" pfu. . . 

Les volumes de dose des corjfjjpKJsWpns 
6quins A base de veWeurs viiiaux sont en g^gral compris ehtt^ 
pf6f6rence entre 6,5 et 2,0 ml, pr6f4reritiellement de.1,0 rnl, Les volume de dose 
25 des composittons ftnmunog6nes des vaccins aylalr^ ^ base de veoteurs.viraux 
sent en g^n^ral cornpos entr© 0*1 et 1,0 ml, de pnef^ience enfr© 0,1 et a.5 ml, 
f<r6f6rieriti©llernent erftte 0,2 et;0,3 tt\l Dhornrnd de rart posside aus^ pour ce 
type de vaccin les competences nicassalres pour ojjtlmiser noiiibre 
d'admlnistratlons, la. Vole d'adrnfnlslratlon et 16$ doses k utillsfr polir chaque 
30 protdcole d'tmmuhlsation. . . 

Dans le .<»8 des cpmpQsitibhs Immunog^nes ou des vaccins de sous- 
unif^S, un© dose efomporte dd rhanldiie g^drale de 10 |ig environ h 2O0O \ig 



environ/ notamrnlent cfe 50 ytg e^rmnin k 1000 environ. Les volumes dd dose, 
des compositions irnrnunogenes et des veiccms eqiiins. ai base de vecteui^ yiraux 
sont en g^n^ral compris entre 1 ,0 et 2,0 ml, de pr^f^ifeno© entre 0,5 et 2,0 ml, 
pr6f^rentieliemeni de 1,0 .ml. tes volumes de dose des compK^ltlons 
immunog^nes et des vaccins aviaires ^ base de vecleurs viratix sont en gen^i^ 
coraprfe entre 0,1 et 1,0 ml, de prefersfice entre 0,1 et 0,5 rril, pr§ferentlellernent 
entre ^,2. et.0i3 ml. Lliomme de fart jjossede aiissl poiir ce type de vaccin les 
competences necessaires pour optirniser le nonibre d'admmistratipns, la vc»e 
d'administration et les doses uliliser pour chaque protocole xf ffnmiinisation. 

L'Invention bonceme aussi futlllsatlon d'un vecteur d'expresislon in vivo bu: 
d\ine preparation de vecteuis ou de polypeptides selon rinyentlon pour la 
pr6paratibn. d'une composition ftnrhunogferie oo d'un vaodn destihi ^ prot^ger les 
esplices clbles conlre le.>rfrus WN et 6verituellement contre au rooins un autre 
agent pathogehe. Les differenles cara<$(§r»sliques 6ni6nc^s dans le rest^ de la 
descrljftlon^appllquenl a cet autreobjei de 

Un vaccin k base de plasmide ou.arl vacciri viral exprimant une ou plusleurs 
prpti§ines. du vims WN ou un vaccin de sou$-unit§s WN selon la pr^sente 
InyenHon, n'Iriduira pas chezf anim^ vaccina la production . d'anticorps. centre les 
autres protSines de. ce vims qui n&sont pas reprfeentfes dans la coroposflilon 
Imniuriiogfene 'ou vaccin. Cette caractdrisliqlie peul fitre utilise pour la 
devetopperrient de m^tbodes de ^agnostic diffSrefttifel pprmettant de feife 
distlrkrtlon entre les anlmaux 'infect6s .pa^ le viais pa^iogfene WN et les animaux 
va6clrt|s k TaWe de vaccins selon rinvehtidni Chez demlers, ces proliines 
:ettou des antlc^Mps diriges cohtre elles sonl presents et peuvent #tre d4tect$§ par 
une rdacUon ^flgfene-anticorps. .Ce rfest pas te cas chei les animaux vacclnSs 
conform$menl k Tmyertiion qui restent n^gatifs, Pour r§^llser: cette discrimination, 
on utilise uh© proteihe qui n-estpas repnesjentee dans id vabdn (npn pr§sente ou 
nort exprhnSe). par exemple ia prot^lne C ou la proftlfhe NSi, NS2A, NS2B ou 
NSabrsqu'elien'est pas reprSsent^ dans lev^cdn. ' 
, ^ i^a prints inventfon a done pour obfel rutilisatlon des vecteurs, 
pr6pari^lons 6t polypeptides selon finventton pour la preparation de comppsWons 



imiriMhpgfenes et de vaccins permettanl de discrtmlner entre aniitiaux vaccinas et 
anlmatix infect^s. . ' 

Elle a .aussf piour objet One m§thode d'jmroimlsation ©t da vaccination 
associ4e $ une mithpde.d© <Hagnqstfc permeftahl cett© discrimination, 
5 , La- prot6ine selectbnn6© pour te diagnostlo ou. run de ses fragments ou 
. $pKi>p©$ ©5t utiltsee comme^antigfen© dans te test de diagnostic, et/ou est utilis6e 
f^ur prpdulm des antfcorps, poiycloniaux ou monoclonaux. L'homrne du metier 
dispose des cortnaissances et d© la pratique pour produir© ces anticorps et pour 
metlr# en oeuvre antig^nes eVou arttfcorps dans les techniques d© diagnostic 
10 cteBslques, ©.g, tests EL1SA. ' 

L'inyentlOn va §tr© malnt^arit d^crit© plus en detail a Talde de modes de 
realisation piis tare d^exertplesnon llm^^ 

15 Exempfes : 

tdutes .les instructions sorrt tims6es en utHisant ies techniques standards 
d© bl^logle mol§cuIa[re (donagoi digestion par les enzyr^es d© reseictlori, 
symti^ d'un ADN c6mpl6mentaii© simpte brin, ampllf Icatfon ©n ehath© par 
polyrn^nase, Elongation tfuh oilgonucliotide par une ADN polym§rase...) dScrttes 
parSambfook j. ©fa/. CMplecuIar Cloning: A Laboratory Manual.^ Editioh. CoW 
Spifng Haifeor Cold Sprfrig Harbor. New V^^^ 198&). Tous les 

fragments de resiricilon u6lfe6s pdw ja present* Invention; ainsi: que ies dlv6^ 
•fragments d'ampllfibatlon en #)atne par p6|ym6rase (s ACP ou PCR), «ont^l6s 
©t puriflfe en irtllfearit I© kit 'Qenec^eanir <Bipi01 Inc. U Joll?i,.CA). .. 
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£xem|ile.t : Culture du Virus de la fi&vrs^^d^ 
Ptfur leur ampllfi(»tton, des vlriis 
a/., Science, 1^9. 2^/23^7) sohieuliivdes sur^^^ 
''««l»»9©vacc©sslbleauprted8rAnrierfcanTV^ 
0 humiro CCL-81). 

Les cellule© VERQ soirt mises en culture en Fateon 25 cm* ava^ 
, Eagle-MEM suppir#ment§ d© t % d'extr^Jts de levure et d© 10 % de s^ram de 
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VG^u contonant environ too 000 beliutes par ml. Les cellules sont cuKfve^ a 

+37"C, sous aimosph&re^ 5 % de CO2. 

- AprhB 3. jours Ja couche cellulalre anive a confluence: Ue milieu de culture 

est alors remplace par du milieu E^gfe-MEM supplimentd de t % d^oxtfalts de 
5 tevure et de 0,1 % rfalbumfne de s§rum de boeuf i9t;te vlais df la f fevre du Nil est 

ajoute "a raison.de 5 pfu/cfelMe. . 

Lorsqii^ ffeffet cytopathogfene (GPE) est complet (g6n6ralement 48-72 

heures apr^s le debut de la rnii^e en culture), les suspensions viraies sont 

r^tt^es, puis clarfR^es jpar centrlfugation et congelees a -^C'C. 3^4 passages 
ID suecesslfs sont g^ndralernent hecessalres 4 la praduction tfun lot viral. Le lot viral 

estslockea-70**C- 

Bcemple 2 ; €xtracUprr de i'ARN viral du vinis de la fl^w 
i'ABN viral coritenu dans iOO ml de susp«i$ion virale de la sbuoh^ de 
15 virus de la fifevre du Nil NYj99 est extnalt apr&s d^hg^latlon avee les sdluflons du 
kit « High Pure™ Viral RNA Krt » Cat # 1 858 8^, Ro6he Molecular 
Bipchemlcate), m suivant les insmjctlohs du foumisseur poiir lids etapes ' 
d'extiactloii: Lecutotd'ARNbbtenuklaflride fexft^ h 
2 ml d'eau distill^ stSiile sans RNase. 

pc^mple 3 : Coi^truc^itHit du 

i'ADN cornpl6rneritalfe (ADNc) ,du virus de te J^vre du Nil NY99 est^ 
syritli6tfe6 avec le kit « Gen^ Amp RNA PCR Kit » ..(Cat # N 808 0017, Pefkln- 
Elrrier, Norwalk, CT 0^859, M$A) en t^tlllsanl les oondKlons donnees par le 
25 foumisseur. 

Une reaction de trariscription m^^ 
en chaW,(R6actjbn « TI-ACP » ou « I^-PQR ») est rialls^ avec 50 |d de^ ta 
suspen^n (fARN viral du virus de la fievre diilsill NYSg (exemple 2) et avec les 
0ltgonud§»otide8 sutvants : 
30 ^CtOI (36 mer>(SEQ IDNO:1) 

5' TlTTTTGMTrc<3TTACCCTCTCTAACTrC 3" 

et FC102 (33 mer) (SEQ ID NO :2) 
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5' TTTTmCTAGATTACX)T0CGACT(3CGtCTFGA 3V^ 
-'Ce coujjle cTollgonyd^otides permet Fincorporation (Tun site de restriction 
EcbRlettfurvsHederestrk^on.Xbaiettfurteodp 

La syntli6ise du premier biin d'ADNc se fait par Elongation de 
. 5 . Fol^hxjcl^otlde Fpl 02, appfes t>ybridatioh de ce dernier^ ia matrfce d'ARI^. 

Les conditions cte synthase dii premier brin tfADNc soht une lemperatiire 
de 4?«*G pendant tS min, pui$ de 99°C peridaliit 5 min, et enfin de 4*C pendant 5 
min. Les conditions de la ruction AGP en presence du couple d'ollgoniicleotides 
FC101 et FG162 sont urte temperature de 95'G pendant 2 min, puis 35 cycles 
10 (gS'C pendant 1 min, pule 62'C pendant 1 min, et 72"C pendant 2 min). et enfin 
. .72°C pendant 7 min pour pfoduirBuri fragment de 302 pb. 

Ce fragment est. diger$ par EcoRf puis par Xbal pour isoler, aprfes 
electrophorese en gel cf agarose, le fragment EcoRt-Xbal d'environ 290 pb. Ce 
fragment est appeld fragment A;, 
is . Le pia$mide d'expriessioh eucaiyote pVRiaso (C. J. Luke et al. J- of 
InfertlousOiseaseis. 1997, 175. 95-97), d^rivE du plasmide pVR1012 (figure 1 et 
. exemi^le 7 de VyO-Ai9a(03199 ; Haiiiitka J. et aJ.. 1997, Human Gene Therapy, 7, 
1205-!1217), cohtient la phase cpdante de la s6quence«ignal de I'aclivateur du 
plasmirtogfenetissulalre humain (tPA). 
..20 Uji pfasmide pVBi020 est modifte pai: digestion BamHI^B^^^^^ 

d'Hrie sequence cpmenantplusieiire 

Pmilli P$tl, Bgitt) et resultant de fappailement ded oilgonucl^otldes suivants ; 
PB326 (40 mer) (SEQ'ID NO :3) 
5* gatc^gcacgtgictagaggatatcgaattcgcggcc 3' et 
25 ;PB329(40mer){SEQIDNO:4) 

■fe'6ATCCGCGGGC6CQAAlTCGATATCCTCTAGACACGTQCT3'. 
Le vecteur afrisi obtenu, d'une taitle tfenviron 5105 paires de bases (ou pb), 
est hommepABIIO, • 

Le fragment A. est Iigatur6 aveci ie plasmide d'expresslon pABIIO 
36 pr6alablement dig6r6 par Xbaf et EcoRI, pour donnor le plasmide pFClOl (5376 
pb). Ce pjasmidd contient, sous te contrSle du promdteur precoce du 
cytotn6galovlnjs humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovlws Immediate Early), 

^ ■■ ) ^ . • ■ . 
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un irvseit codarrt poiir la -sdquenc^rSiSHial de I'activatetir du tPA suhrie de la 
sdquj^ce codant pour la prot^ine pfM. 

Exemple 4 : ConstructliMi du piasmlde pFC1.02 
5 L'ADN. compl^mentelre (ADNc) <iu Virus de la, ^te 

syhthdtis6 ayec le kit « Geiie Amp RNA PCA Kit » (Cat # N 808 0017, Pirkln- 
Elmer, Norwalk, CT 06859, USA> en utilfsant les conditions donndes psr ie 
. fpumissdUr. 

Une riadlon d© transcription inverse,^ sulvlis d'une rSactkjn d'ampllficatlon 
10 en chaine (RSactfon •« TMCP ^ ou « Rrr->PCR ») est r$ali$4e aveo 50 ^ de la 
suspension d'ARN viral du viris de la fi^re dii Nil Ny99 (eXwiple 2) et ayec les 
oilgonucliotldes sutvants : '. 
: . PC103(30mer><SEQlbNO:5) 

6' fmrTGAATTCTCACTGACAetGCAG^^ 
IS etFCl04(2Qmelr)(SEQlbNQ:6) 

5VTTTlTrrctAGAmGCTGTAAGCrrQ6<2^^ ^ 
pe couple tfongonucldolldes pejroat riricorpctetton dlun site de festiicKon 
EcoRf ;fet d-un die de restri^n Xbal et d'un.fcodon stop eh 

La synthese du premier brin (fADNc se faft pjur . Elongation de 
. . 20 roligorjucI$6tlde.FCl04, ap»%s>hybi1^tipn de ce dernier a te matrfee rfARR 

Ues condrHons jtle synthfess diii premier biin d'ADNc «wit une tmp^ralura 
: de 4^C pendant 15 m&i, pMfe de 99^C pendant i5 min, et enfta d^ 4»C pendant 5^ 
rhln. Les Condlh'ons de la r^ctk>n ACP ieh prSsence du couple d'offigonucl^c^des 
FClp3 el FC104 sort une terapErature.de 95»C pendant 2 roln. puls 35 cycles 
25 (95*C pendant 1 min, puis te'C pendant-1 min, et 72*C pendant 2 mIn), et enfln. 
O^^'C pendant 7 

: . Ce fragment est cfig6r6 par EpoRI puis pair Xbal pour Isoter, aprts 
Eliactrophor^ en gel tfa^se, Id fragment Ecofll-Xbal d'envlron 240 |>b. Ce 
fragment est ligaWd avec le ptoatilde cf expression pABllO {example 5) 
. 30 P^^iablement dg6rE par Xbal 9t EcoiRJ, pour dooner ^ 

pb). Ce plasmide obnttW, sous la contrfife du pmmbleur prEcOce du 
oyt(>m4gak>vfrus hurhain ou f»CMV-IE (hurnan Cylo 



un Insert codaht pour la s6quer»ce-slgnal de I'a(^t6ur du tPA suMe d© la 
s6querjce codant pour la proteine M. 

■ ■ Exemple 5 : (^nstaruoti<m du plasinide pFCtOS . 
; i ■ L'ADN cort^l^mentaiie (ADNc) du virus de la fievre du NO NY99 
. synlhetise avec le kit « Gene Amp RNA RGB Kit » (Cat # N 808 0017, Perkin- 
Elmer, Noiwalk, CT 06859, U^) en utillsant lk& conditions donn^es pair ie 
foumeseur. 

. Une Inaction; de transcnp^on inveree, sulyle rfune r6a;«lOT 
U) €>n chatne (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR »> est r6alfe6e avec 50 jil de la 
suspension rfARivl viral du virus de la fi&vre du. Nil NY99 (example 2) et avec les 
oligonucleotides suiv^ants: 

FC105 (30 mer) (SEQ jb NO :7) 
5' TTTrTTGAATTCTTCMCtGCCTO 
lis et FC106 (33 mer) (SEQ ID NO 

5' I 1 1 1 i rT C TAGATTAAQGeTQCACGTTCACGGAy. 
be couple cToIlgohudSotides permet f iricorporatbn tf un site de fe^riciion 
VEcpRPet d'un site de restriction Xbal et rfun codon slop en 3* de f Insert. 

La syntliese du premier brln d'ADNc se fait par dtenigatibn de 
20 roilgonucl^otide FCl OS. apr§s hybridation de ce demfer k la matrlce d'ARN, 

Les conditions de synthfese du premier brln d'ADNb sont une temperature 
. de 42''C.pendarkt IjS.miri, puis de 99^C pendant 5 min, et eni^n de A'^Q pendant 5 
minvLes conditions de la reacftlpn ACP en t>r6sence du couple d^oligonucl^otides 
FCl 05 et FCl 06 SQnt urie temperature d^ 96''G pendant 2 min, puis 35 cycles 
25 (95*C pendiant 1 miri, puis ^""C pendant 1 min, et 72f C pendant 2 jnin), et enfin 
. 72X.p^endant 7 min pour produire un fragn^^ 

Ce fragment est digdre par EcoRi puis par )Gi>al p&ur isolen apres 
4iectrophor&se. en gel ^agarose, le fragment EcdRhXbal tf environ 1 51 8 pb. Ce 
fragment est ligature avec le plasmide tfexpression pABIIO (exemple 3) 
30 prSalabl^ent dig$rd par Xbal et EcoRI, pour donner le pdasmlde pFC103 (6604 
pb). Ce pjasmide opntlent/ sous le contrdle du promoteur prik^oce du 
cytomegalovtiljs humain ou hCMV-IE (human Cytoinegaldvirus Immediate Early), 



un. irisert codant pour secpjence-signal de I'aetivateur du tPA suivie dd la 
sequence Godaht pour la protiiine £. 

Exemp)e6:(>ohsUtictionduplasinidepFC104 ,■ 
L'ADN complementaite (ADNp) du virus d^ la ffevre du Nil NY99 est 
syrithetis^ avec le kit.« Gene Amp RNA PGR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkiifi- 
Elmer, Norwajk, CT 06859^ USA) en utilisant les condMons donnSes par le 
foum^seur. 

Une reaction de transcription Inverse, survie d'une reaction d'ampHfication 
. en chaTne (Reaction « T1-ACP » pu « RT-PCR ») est ri6afis(§e avec 50 |il de ja 
suspension d'ARfl^vlrsd du virus de la fifewe du Nil WY99. (estejuple 2) et aveo les 
ollgonuclldtides siuK/ants : 
: FCT0.1.(30mer)tSEQIDNp:1) 

efFCi06(33mer)(SEQ.|DNO;8). / . 

Ce couple (f bli^ucliotides permet rincorporatlon cTurii ^e de restriction 
EcoRl]et d'un sit© de resiric?6oh JCbat et d'un codon stop en ^ de rfrisert. 

La syntfidse du . prerhier brln (fADNc sb faft par elongation de 
roligonycteotide FG106, iaprds hybridation de ce dernier^ ia matiioe d'ARN. 

Lais corMJitlon^ de syrtthese du pranfer brin d'ADNc spnt une temperature 
de 42*0 pendant 15 mln, pul^ dfe 99*G pendant 5 mlh, et enfiri de A'^C peiKlant 5 . 
rnin: Les.condifa'i>ns de ta reaction AGP en pr^^ice du couple {ToligonucldoSdes 
FC101 et FC106 sonl une temp6rafeira de 9S*C pendant 2 min, puis 35 cycles 
(95'C pendant 1 min. puis 62*G pendant 1 min, et 72*C pendarft 2 miri), el erifih 
72°G fondant 7 min pour prodbliB on ftagmant de 2031 pb. 

Ce fragrnbnt est digSrS par EcoRI puis par Xbai pour Isoler, a|»to. 
61ectropborSse en gel d'agarosei le fragment BcoRlrXbal d'enylroh 29319 pb. Ce : 
fragment est ligatui^ avec le plasfrnide rfexpiesslon pA0itO {exemple . 3) 
preatetoternent dlg#rS^par Xb^J et EcoRI, poUi' donner le piiismide pFGl64 (7105 
pb). Ce plasmide coritienti sous le Confrdle du . promoter prScoce du 
cytbm^galovinis humain ou hCMV-IE lhuman Qytomegatovlnis' Iriwnedlate EaHy), 
un insert codant pour la s^ence-signal de radiviateur du tPA suivfe de la 
sequence codant pour la protd'me prM-M-E. 



. Exemple 7 : Construction du plasmlde pFCl 05 

'L'ADN complementaire (ADNc) du vims de la fi^vre du Nil NY99 est 
synthetisd avec le kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Gat # N 808 0017. Pei1<ln- 
5 Elmer, Norwalk, CT 06859, USA) en utilisant les conditions donnees par. le 
. founr^isseur. 

Une reaction de transcription Inverse, suivie d'une reaction d' amplification 
en ehatne (Reactfen «< Tl-ACP » ou « RT-PCR ») est reaiis^e avec 50 ttl de la 
suspension d'ARN viral, du vims de la fi6vre du Nil NY99 (exemple 2) et avec les 
10 oligonucleotides suivants : 

>Ci07 (36 itier) (SEQ ID NO :9) 

5' TnTTTGATATCACCGGMTTGCAGTGATC^ 

et FC106 (33 mer) (SEQ ID NO :8). 

C0 couple d'oligonucleotides permet rincorporation d'un site de restriction 
15 .EcoIRV at tf un sH© de restriction )tt)al et rfun codon stop en 3' de rinsert. 

syntbese du premier brin rfADNc se fait par elongation de 
. rbligonucl^otide F6lQ6, apr^s hybridation dece denriier a la matrix d'ARN. 

les conditions de synthase du premier brin rfADNc sont yne temperature 
da 42% pendant 15 min, pills de 99^0 pendant 5 min, et enfin de 4°C pendant 5 
20 mln. Les conditions de la reaction ACR en presence du couple d'oligonucl§otldes 
FC106 et FC107 sent une femp6rature de 95°G pendant 2 mIn, puis 35 cyctes 
(95*'e pendant 1 mIn, puis 62"C pendant 1 min, et 72^C pendant 2 min), et enfln 
TS'^G pendant 7 min pour produire un fragment de 2076 pb. 

Ce fragmen^est dig^re par EcoRV puis par )a)a! pour Isoler, aprte 
25 . . -6leotrophorfese en gel agarose, le fragment EcoRV-Xbal tf environ 2058 pb. 

fragment est ligature avec le plasmide rfexpresslon pVR1012, 
prdaiaii^^ et EcoRV, pour donner le ptasmlde pFCI 05 (6953 

. pb);. Cd plasmid© contlent, sous le contrdte du prornoteuf pr6coce du 
cytorndgalovims humain ou hCMV-lp (human Oylomegalovlrus Immediate Eariy), 
30 .un Iri^rt codant pour la polyprot^irie prft^^ 



Exemple 8 : Coh^truoHoh du plasriiide pFC106 



UADN complementaire (ADNc) du viitis de la fieviB du NY99. est 
synth6)ls6 avec le kit « Gene Amp RNA PCR Kit * (Cat ,# N 806 0017, Perkin- 
ElmerJ Norwalk, GT 06859, USA) en utili&ant les conditions donnees par le 
foumisseur^ 

5 Une reaction de transcription inverse, suivie rfune reaction rfamprrfieation 

en chaTne (R^dcHpn « Tl-ACP oU ^ RT-PCR >*) e9t riSalis6e avec 50 (il de la 
suspension tf ARN viral du vinjs de la fiftvre du. Nil NY9& (exempie 2) et avec les 
oligonucleotides suiyantsri 

FC108 (36 mer) (SEQ ID NO :l6) 
la 5M i 1 1 HQATATCATGtATAATGCTQATATGAT^ 

W FC109 (36 rrfer) (SEQ ID NO 
5' TTTrmCTAGATTAAC 

Ce couple ollgphuclSbtldes permet Tincorppration d'un site de resliictipn 
EcoRV et rfun site de^ restriction Xbal, cf un eodon ATG Initlateur en 5' et tfun 
15 codon stop eh 3^ de I'inserl; 

La synth^e du premier brin d'ADNc se fait par elongation de 
; rollgonucieotldo FC1 09, apr^s h^ridatipri de oe denriier k la rhatrice d'ARN. 

Les cohditipns de synthase du premier brih tfADNc sent, une temperature 
de .42*^6 pbndSnt 1 6 mtn, puis de 99*?C pendant 5 rftin, et enfin de 4**G pendant 5 
20 nriinl Les corKHtipris de la reaction AQP er) pr^mce du cpuple d'oli0onucl4otid0s 
FGIois et FC109 sent une tempers^ure de 95''C pendant 2 mtn, puis: 35. cycles 
(95*^0 pfendant 1 liiin, p\»s BZ^C pendaht ,1 riiin, et 72*!C pendant 2 min), et enfin 
7it^C pendant 7 min pour produire uh fragment de 2973 pb. . 

Ce fragrnerit est dlgere par EwRV puis par Xbal pour isoler, aprfes^ 
.25 6Iectrbphor6se en gel d'agarose, le fragment EcpRV-Xbal d'ehvirpn 2955 pb. 

Ce ffagmont est ligaturi avec le plasnrUdisL d'expressioh pVft1012. . 
prdalablement dlger6 par Xbal et EcpRV, pour doriher le plasmide pFC106 (78S0 
.J pb)i Ce plasmide contlent; sous le cbntrdle dii ppornoteur predbpe du. 
cytomegalovirus hurhain ou hCMV-IE ^luman Cytom^galovrnis Immediate Earty), ^ 
30 . un insert codaritpour;la ]pk>lyproteineNS2A^ 



Exemple 9 : construetion du piasmide donneur pour insertion dans le 
site C5 du virus canarypox ALVAC 

La figure 16 du brevet US-A-5,756,103 montre la sequence d'un fragment 
de 31 99 pb de YAW geriomique du virus canarypox. analyse de cette sequence 
. ,5 a r6v6l6 un cadre ouvert de loclure (COL) qui a ete appele G5L, qui connmence a 
la position 153$ et se termine a la position 1859. La construction d'un plasrhide 
rf insertion aboutissant a la delation du COL C5L et it son remplacement par un 
site de clonage muhiple flanqu^ de signaux d'anret de transcription et de traduction 
a ete realisee comme d^crit ci-apr^s, 
.10 line r^actlon-ACP a ^te realisee a partir de la matrice constitute par FADN 

genomiqiie du virus canarypox et avec les d^^ i 

C5A1 (42 mer) (SEQ ID NO :12) : 

5^ ATCATCGAGCTGCAGCTGTAATTCATGGTCGAAAAQAAGTG^^ 
' et C5B1 (73 mer) {SEQ ID NO :13) : 
,15 /.5'GAATTCCTCGAQCTeeAGCC0GG6lTr^ 

TTGAt5AGTACCACTTCAeCtACCTG3' ' ' • 

pour isoler un fragment AGP de 223 pb (fragment B). 
Une reaction ACP a 6te r^\Me & partir de la matrice coristituee par FADN. 
gdnomique du virus canarypox et avec les oligonucleotides suivants : 
. 20. C5C1 (72mer)(SEQlDNO:14): 

5'Cc6GGGCTGCAGCTeGAGGAA^TCTTmATTGATTAAGt^^ 
TAAAGATeTAAAATGCATAATTTC 3' 
,)st C5D1 (45 mer) (SEQ ID NO :i5) : 
5\GATGATGGTACCGTAAAGAAATATAATGAAAAGTA 
' 25 pour isbfer un fragment ACP de 482 pb (fragment C)- 

Les fragments B et C ont ete hybrid^s ensembje pour servir de matrice k 
une rd&ction ACP realisee ($EQ ID NO :12) et 

C5D1 (SEQ ID NO :1 5) pour gen6rer un fragment ACP de 68T pb. Ce fragment a 
6X6 dlg6r6 par les enz^nes de restriction Sacl et Kpnl^ pour Isofer, ^pres 
, 30 6lectrophor^se en gel tf agarose, un ^fragment S;acl-Kpnl de 664 pb. Ce f ragrrient a 
4X6 llg^tur^ avec le vecteur pBlueScript<§) II (Stratagene, La Jolla, CA, USA, 
Cat # 212205)p prSalablement dig^rd par les enzymes de restriction SacI et Kpnl, 



pour idonnef le ptaismid© pC5L. Lia s^equ^nce de ce plasmide a et© y^rtfiee pkr 
sequengage. Ce plasmide contient 166 pb de sSquepces situSes en amont du 
OQL C5L («ibras flariqiiant gauche G5 >), un Signal vaccine d'arr§t pr6coce de 
tirdnscriplion, des codons stops dans les 6 phases de lecutr©, un site de clonage 
muHipte cohtenaint les sites de leslnetion Smai, Psll, Xhol et EcoRI, et enfin 425 
pb de sequenpes situees en aval du COL C5L (•< bras flanquant droit Q5 »). 

Le plasmide pWP528HRH (Peri<us M. etaL J: Virol 1989, 63. 3829-3836) a 
6t^ utilise comma matrice pour amplifier la sequence complete du promoteur 
vaccine H6 (N*" tfaccte GenBank M28351) avec tes oHgonuollotides suivants : 

JCA291 <34 mer) (SEQ.ID NO :i6) 

5* AAACCCGGGTTGTTtATrCTATACTTA^ 

et JCA292 (43 mer) (SEQ ID NIO :17) 
% MAAGAATTCGTCGACTACGATACAAAOT 

pour amplifier un fragment ACP de 1 49 pb. Ce fragment a i§t6 dig6r6 par les 
grtzymes de restriction Smal et EcoRI pour Isoler, apr^s eleClrophorSse en gel 
rf^garose, un fragment de restriction Srhal-EcoRI de 138 pb. Ce fragment a alors 
4t6 llgaturd avec le plasmide p05L, pr^alablemerit digerS par Smai et EcoRlv pour 
donner le plasmide pPCl 07. 

■ • "■ •./• 

Exemple 10 : construction du virus rec6mbini$ VCP1712 
tine reaction ACP a ete r<§aliisee en u$ii$«int le pidsmlde pfClOS (exemple 
7) commo nriatrice et les ollgonud^^ 

FC116 (33 mer) (SEQ ID NO :18) : 
5* TTTtCGCGAACCGeAATTGCAGTCATQA^^^ 
etFC111(39mer)(SEQlbNO:19): . 
5^TmGTCGACGGGG0CQC^TAAGCGTG^^ - 
pour amplifier un fragment ACP tfenvirbn 1533. pb. Ce fragment a &X6 
digdfd par tes ehzyrnes de reaction Nruj et Sail pour Isoler, apr^ ^lectrophorlse 
0h gel (f agarose, un fr?^menl de re^ctk>n Nnit-SafI rfenvfron 1518 pb. Ce 
.fragment a dt§ ensufte (igaturd avec le plasmide pFCl07 (exemple 9) 
pr^abiement dld^nS par les en2yme5 de restriotton Mml et Sell pour donner le 
plasmide pFCl 08. 



* • • . * ■ 

Le plasmide pFCIOS a ete lin^aris^ par NofI, puis tr^nsfecte dans cies 
. cellules primalres rfembryons de poulets Ihfectees aveo du virus canarypox 
(sQUoHa ALVAC) salon la technique de precipitation au phosphate de calcium 
pr^c6demment d^orite jpanioali el Paoletti Proa Nat. Acad. Sd. 1982. 79. 4927- . 
5 4931 ; Plcclnl ef aL In Methods, in Ehzymology. 1987. 153, 545-563. Eds. Wu R. 
. and Grossman . L Academic Pre$s). pes plages positives ont et6 s6lectlonn§es 
siir la base d'une hybridation avec une sonde radiomanquSe sp^lflque de la 
sequence nucldbtldlque y e la glycoprot^lne tf enyeloppe E, Ces plages ont subl 4 
cycles successrfs de selection/purification de plages jusqu'^ ce qu'une population 
io pure ait ete Isoiee. Une plage representative de la recombinaison In vitro entre le 
plasrnl|je donneur pFC108 fet le genome du vlais canarypox ALVAC a alors 6t6 
amplifl6B et le stock de virus recombiri6 oblenii a 6t6 designe vCPl712. 

Exempli^; 11 : constructlori du virus reoombitii vCPl713 
IS : Le piasmide pFC104 (exemple 6) est dlgdr^ par les enzymes de restnction 

Sail et Pmll pour Isoler, aprSs ^lectrophoriese en gel cf agarose, un fragment de 
restriction Pmll-Sall cf environ 2213 pb* Ce fragment est Ugaturi§ avec le p|<asmide 
pFC107 (exemple 9) prSalabtement dlg6r# par les enzymes de restrlcOoh NnjI el 
. Sair pour donner le piasmide 
20 Le piasmide pFCl 09 a 6t6 liniarisS par.Notl, puis transfectd dans des. 

cdliules primaiires d'embiyohs de poulets infect6i3$ avec du Virus oanaiypbx 
(souche ALVAC) selofi la technique de f example 10. Une plage repn§sentative de 
la recomblriaison in vrtro entre le piasmide donneur pi=C109 et le gdnpm^ du.vinis 
canarypox ALVAC a 6t4- sStectionnee sur la base d'une hybridation aviso une 
^ -sonde radiomarqude specific^e de la sequence nuolSotidique de la giycoprotSme^ 
cf enyeloppe E et a ete ensuite ampllfl6e. Le stock de.wrus recombfne obtenu a 6tS 
designs VGP1713. 

Exemple 12 : con^etion da virus reeombind vpP1714 
.30 U piasmide pFC103 (example 5) est dlgdrS piar ^ 

Sail el Pmll pour teder, aprfes ^lectn^horfese en gel d^ajgiarose, un fragment de 
restrictloh Pmll-Sall tf environ 1712 pb, Ce fragment est lj^atur6 ayec le piasmide 



pFC107 (exemple 9) pr6alablement cllg6r6 par les enzymes de restriction Nrul el 
Sair pour donner fe pJasmide pFCl 1 0. 

Le j^lasrnlde pFCIIO a ete linearise par Notl,- pufe transfect6 dans des 
cellules primalres d'embiyons de poulets infectees avec du virus cariarypbx 

5 (sbucbe ALVAC) s0lon la technique de rexemple 10. Une pl^ge representative jde 
la recombinaisoft /n v^tm entire le plasmide donneur pFCIIO et le gendme du virus 
canarypbx ALVAC a 6t6 s6lectlonn6e sur la base rfune hybridation avec line 
sonde radiomarquee speciTique de la sequence nuol^otidique de la glycpproteine 
d'enveloppef E et a dt^ ensuite aitipllfiie. Le stock de virus recomblnd obtenu a ete 

JO . d6sign6vCP1714. 

Exemple 13 : construction du virus reconiiblne VGP1715 
:Le plasrnide pFdl02 (exemple 4) est dlg6rS par les enzymes de restriction 
Sal! et Prnt! pour isoler, apr6s 6lectrophores0 en gel rfagarose^ uh fragment de 
lis restriction Pmfi-Sall d'enylron 434 fA. be\fragment jest Ilgatur6 ayec le plasmide 
pFC107 (exemple 9) prealablejnerit digdrd paries enzymes de restriction Nrul et 
. . SalJ pour dpnher le plasmide pFC1 11. 

Le piaismide pFC111 a \m6sit\6§ par Noti, puis transfect^ d^ des 
cellules primalres tfembryons de. poulets InfecSees avec du virus canarypox 
20 (souche. ALVAQ) seion la technique de Texemple 10. Une plage reprisentjatlve d^ 
la Tceombinc^on in vitro 6nfte le plasmide donneur pFC1 11 et le gSnorfte du virus 
canarypox ALVAC. a 6t4 s^ldctlonnee sur la base d^une hybridation javec une 
• sonde radiomarquie sp^ciiSque de la sequence nuclSotidique de la g^copmt^ine . 
de membrane M et a ensuite ampiifiee. Le stock de virus reconhblnl oU&m a 
25 et6designdvCPl715. 

Exemple 14 : construction du virus recombin^ vCP1716 

Le plasmfde piFCIOI (exemple 3) est dIgSrS par les erases de restriction 
Sail et Pmti pour isoler; apres ^lectrq>hor&se en gel ^agarose, un fragmerrt de 
.3D restrictfon Pmll-Sall cf^viron 484 pb^ Ce fragment est iigatur§ avec le plasmide 
pF0tQ7 (temple 9X pr6alabl6ment dtgdr^ par les enzymes de restriction Nrul et 
Sail pour donrier le plasniide pFC1 12. 



Le plasrhide |>FC112 a dt4 linearis^ par Noti, puis transfect^ dans .des 
cellules primaires d'embryons de potilets infeotSes avec du virus canarypox 
(souche ALVAC) selon la tec^nique^ do rexismple 10. Une plage representative de 
la recomblnalsbn /n wrro entre le plasmlde donneurpFC112 et le g6nome du virus 
canarypox ALVAC a 6X6 s^lectionnSe sur la base dune hybridation avec une 
sonde radlornarqude spSdfique de la sequence nuclSotidique de la glycoproteine 
de pfg^membrane prM et a #te ensuite ampllfide. Le stock de virus recomblnS 
obtenu a 6l6 d^slghd vGP1716/ 

Exemple 15 : eonstixiction dit piasmfde donneur pour rinsertion dans 
ie site C6 du virus panarypdx. ALVAC 

:La figure 4 du brevet WO-A-O1/05934 mbntre la sequence tf un fragment de 
3700 pb de TADN g^norriique du virus canaiypox. ^analyse de cette sequence a 
r6v§l§ un cadre puvert de lecture (CQL) qui a i§te appele C6L, qui commence k la . 
position 377 , et se lermlne *^ la positron 2254. La conslructioh rfun plasmlde 
(f msertion aboutissant a la deletion du COL C6L et k son remjplacement par un 
site declonage ifnuHiple flanqud de signaip^ (f^n&i de transcription et de traduction 
a ^tS rsalis^Se comme diScrit ci-apr^. 

Une reaction AC^ ai ^te r^a^sie h partir de la matrfce constiluee par TADN 
jgSnpn^jque du; virus canarypK>x et avec les ollgonuoldotides suivants : 

G6A1 (42 mer) (SEO ID NO :2p) : 
ATqATCQAGCTCqCGGCGQCQTATGAAAAGTCTTM 

6tC6B1(73mer)(SEQIDNK>:^^^^^ - 

ffGAATTdCTQQAGCrrGOAGCCCGGGT^^ 
TTGQtMGTAAGTATrrTTAmAAy ; 

• pour Tspler un fragrnent ACPde 432 pb 

Une reartipn AGP a et4 realfe^^ 
gSnonfiquedu virus oariary^ 

C6C1 (72 nier) (SEQ ID NO 22) : 

S'CCCGGGGTGCAGCTCGAGQAATTCTT^ 
GAGTATATATAATTG AAAAAQTAA a' 

et CeiDI (45 mer) (SEQ ID NO :23) : 
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5' GAtGATGGTACCtTCATAMTACMGTTTGATrAMQTTAAGTTG 3* 
pourisoterun fragment ACP.de 1210 pb (fragment E). . 
. Les. fragments P et E ont ete hybridds ensembiie>. ppur $ervir de matrice h 
une Fddctlon ACP r^aiis^e avec les oKgonucl^jdes C6A1 (SEQ ID NO :20) et 
s Oepi (SEQ ID MO :23) pour g^h^rer i»n. fragment ACP de 1630 pb. Ce fragment a 
6t$ djgdrd par les enzymes de restriction Sacl at i^ril, pour lsoler,,apr^ 
. ilectrophorfese en gel d'.agarose, un fragrnent Saci-Kpril de 1613 pb. Ce fragment 
a dt^ ligatur§ avec le^ecteur.pBlueScript(^ II SK-f (Strategejfte, La Jolla, OA, USA,. 
Cat # 212205), prSaiablement digdre psH^ les enzymes de restriction Sacl et Kpnl , 
.10 poiir ctonner. le piasrnide pC6L La sequence de ce plasmide a et6 v6rifi§e par 
sigquen^age. Ce plasmide cbntient ^70 pb de sdquertces sitti^s en amont du 
COL C6L (« bras flanquant gauche C6 »), un signal vaccine d^anrdt prScoce de 
transcription, des codons stops dans les 6 f^ases de lecture, un ^e de clonage 
.. multiple contenant les site? de restricllDn Smal, PSU, Xhol ei EcoRI, et enfln 1 1 56 
15 pb<le's6quences situSes qr) aval du COL C6L (« bias flanquant dcoit C6 »). 

. Le ptesmlde pMPiVC (Schmftl J. F. C. et al^, J. Virol.; 1988, 62, 1889-1897 ; 
§aik|. R. K. et aJ., Sctenee, 1 988, ?39, 487-491) a 6t6 utilisd cpmme matrtee pour 
amplifier la sequence eorripldte du promoteur . vaccine I3L avec ies 
dli^bnud^btides suh/ants : 
20 PCn2(33rner)(SEQIDNO:a4): 

5'AAA6iXGGGCGGT6GTtTGCGATrCCQAAATCT^3^ 
. .^R31l3(43.jner)fSEQIDNO:25): .^ 

S^AAAAGAAlTCGGATCeGAtTAAACCTAMTAAtroTACt^ 
pour ampBflerunfiagnient ACP de 151 p&.Ceftagmerjt adtd(^|g6i« par les ^ 
25 en2ymes de restrictiori Smal et EcoRI pour teoler. apir^s eiecbojstor^ en gel 
<ragaro8e. uri fragment do restriction Smal-^spRI d'envfron 136 pb. Ce fragment a 
alorsetdiigatureax^ le plasmide pC6L. prSalabiement cfiger^ par Smal et EooRI, 
pour donner ie plasmide pi=C1 13. 

.. Exempie 16. : construction des virus recwnb^ . 
One reaction ACP a reaiisee en utilisant le plasiwide pFGI 06 (exernple . 
8) ccMrnme. rhatrice et les dl^nucleotides sul^^ 



FCl 14 (33 mer) (SEQ ID NO :26) : 

5' tTTGACGTGATGTATAATGCTQATATGATTGAC i3* 

et FCns (42 mer) (§EQ ID NO :27) ; 
. 5' TmGGATCCGCGGCCGCTTAACGTTTTeCCGAGGCGAAGTC 3' 

pour amplifier un fragment AGP cf environ 2973 pb. Ce fragment a ete 
dig6re aveo les enzymes de restriction Pmll et BamHI pour isoler, api^s 
6tectrophorese en gel cfagarose, te fragment de restrlctlpn Pmll-BamHI d' environ 
2958 .pb (fragmerit F). Le plasmldis pFC113 (exemple 15) a 6l6 dlg§re par les 
enzynles d© restriction Pmll et BamHI pour isoler, apres ^lectrophor^se en gel 
d'agarpse, le fragment de restriction Pmll-BamHI d'envTron 4500 pb (fragment G). 
les fragments F et Q ont alors.4t4 UgaturSs etnsernble pour donneir le plasmide 
pFC114. 

Le pfasinlde pFQ114 a 4X6 Iindaj1si§ par NoU, puis transfectd dans des 
ceiiuleis primaires cTembryons d^ poulets infectees avee du \nrus cana^ypiox 
VCP1713 (exemple 11) s^on la technique de prgolpitatl&n au phosphate de 
cakauiiv pr§c6demment d&rite (Panlcali et Paoletli Pioc; Nat: Acad. Sd. 19^ 79, 
4927-4931 ; Picdni etaf. \n Me^ods in Enzymbtog/i 1987. 153. 545-563. Eds. WU 
R. and Grossman L. Academic Pra^): Des plages positives oht et6 sStectlonnee;; 
sur la base rfune hybridation avec une sonde radlomarquee specific|ud de la 
s^querice nucl^otidique de la glyooproteine d'eihvetoppe B. Ces plages ont stibl 4 
cydes sucdessifs de sdiection^iification de pteges jusqU'& ce qu'urie populatiorv 
pure aft Isolde. Une plage n^prSsentatfve de la reoomblnalson «? vflrt> entre le 
piasmide doinneur pFC1 14 et le genome du vims canai^x ALVAG a ators ^6 
ampiiftde et le «lock de virus recombn^ pbtenu a 4x6 d^gnd vCP171 7. 

Le plasmide pFCl 14 finfiarfsfi par Nqtl a dg^rnent ssivi ^ transfectec des . 
celMes pnmalres d'embryons de poulets infectd^ aVec du virus canarypox 
VCP1712 (exeihple 10) selon la technique decrite d-dessus. Le slock de vlrtis 
recbmb^alna ohtenu adlidesignS vCP1718^ 

Ex^ple 21 : Pi^uetfdh de yadeliis i^combfnfo 
Pour ta (Preparation de vacdns^ulns, le \4rus reoombin^ ..canaiypox 
vCPir^2 (exemple io) est adjuv$ aveo des solutions de carbomdre, k savoir 



Garbdpol™ 974P fabriqu^ par BF Goodrich, Ohio» USA (poWs mbl^caiaire 
cPenvlron 3 000 000). . , 

Une solution stock k 1 ,5 % de CariJopol™ 974P est initialement prepares 
dans de f eau distille© contenant 1 g/l de chlorure de sodium. Cette solution stock 
est alors utilisee pour f^Iaboimtion d'une solution a 4 mg/mi de Carboppt"^ 974P 
en eau physiologique. La solution stock est. m§langee au volume adequat rfeau 
jahyslologique, sort en une etap0 unique soit en plusieurs stapes successives, la 
valeuiidu pH est ajust6eii chaque 6lape avec une solution d'hydroxyde de sodium 
IN (ou encore plus concentree) aftr) d'obtenir une valeur finale de pH de 7,3-7,4. 

U solution d© Carbopol™ 974P prete ^ rempid ainsi obtenue est utIHsie 
pour reprendre des virus recombines lyophillsSs ou pour diluer des soluiiorts 
stockb concehtri§es de viruis recombin«§s. Pair exemple, pour obtenir une 
suspension virale coritenant 10" pfu par dose de 1 ml, on dilue une solution vlrale( 
stock de maniere obtenir uri titre de 10^'^ pfu/ml, puis on dijiie 6 pattles Agates 
ave<J tadil© solution de Carbopol™ 974P pr§te S rempN 
f t)es vaccihs recbmbin^ peuvent egalement 6tre produits avec des vlnis 
recorribln^s canaiypbx vCP1713 (exemple 11) ou vCP1717 (©x«mpte 16) ou 
>^Pi;718 (exemple 16) oil un m^langia des trois virus canaiypox vCPlt14 
(exemple 12), vCP1715 (example 13) et vCPl7l6 (6X,mpte 14> selpri tedinlque 
decrite ci-dessus. 

Exemple 22 : Production de vaccina AON pour |esdt|ulns . . 

Une solution d'ADN contenant la plasinlde pFC104 (exemple 6) est 
concefttr6e par precipitation 6thanolique comme d^ dans Sambro^k et al 
(1989). Le culot d'ADN est repris par un© solutrori d© NaCl 0.9% dd fa9on h 
obtenir une concentration de 1 mg/ml. Un© solution h OjS mM de DMRIE-OOPE 
(1 : t) est pr6par6e par reprise, (fun lyophWisat de DMRIE-DOPE par un volume 
ad.apt6.tfH2Q sterile.; 

La fonnation des complexes ADN plastnldique-llpide est r^alls^e piir 
dilution a parties Agates de la solution. de OMFWE^pOPE 0.75 mM parte sblijfion 
d'ADN & 1 mg/ml dans Nad d.9%. La solution rfAbN est Inlrodulle 
pmgrel$jvement a faide d'une aiguijie sertfe-26G le lohg de la parol du flacon 



cbritenant la solution de lipide cationique de faQon a evlter la formation d6 
mousse. On proced© a une agftatiori douce dfes que. les deux solutions sont 
m§langees. On obtient en final une compo^ioh comprenant 0.375 mM de 
DMRIE-DOpE et 500 pg/ml de plasmlde. 

M est sbuhaltable que rensemble des solutions utillsdes solent k 
temperature ambiante pour Pensemble des operations d^crites ci-dessus. Qn 
lalisse la complexation ADN/DMRIE-DOPE se mettre en place a temperature 
ambfante pendant 30 minutes avant de proceder a Pimmuhlsation des anlmaibt 

De$ vaccins ADN peuvent egalement §tre prodiiils avec des solulions 
(SADH: contenant les plasmides pFC104 (exeniple 6) et pFGtoe (exemple 8), ou 
contenant les plasmfdes pFC105 (exemple 7) et pFC106. ou contengnt les 
plasmides pPCIOi, pFC102 et pFC103 (exemples 3 k 5), bu contenant le 
plasmide pFC105 ^lon la technique d6oi1t& dahs le present exetnple. 

Exemple 23: Tests d'expressieii/nW . . 

L'expfession: des prot^lnes VVN est test6e pour chaqu© construction par les 
ri^ethodes dassiques d'Knmurtelliiqfes^Bnce In* 

?Ces te^s sont effectufe sur d^ plaques 96 ptiite contenant les cellules 
CHO cultlvees en monocOuches et transfetties par des pldsmides ou contenant 
tes cellules CEF cuHlvees en riionocouches et Infecl6es par. des vims recbmblnes. 

Les proteines WN sont ditecteeB^jar trtilteaaon de sSmms de chevaux ou 
de pduleis infectes et d'anthSdrums.rnaftjues. 

. La tallle des fragments obtenus apr6s mljgralfon sur gel .tfagaixjse est: 
cbmpat:6e ^ eelles attendues.. . 

ixemple 24 : $ffle9cfti sur animaux 

Les vaccins recon*ln.6$ el JeS v^^ocins -plasmldlquies sont injectes d jJeux 
reprises i[ environ deux semalnes d'inteirvalle ^ des poulets HOPS, SgSs ^environ' 
7 jour?, non vaooin6s, pair vole intramusGulalr© soi:i$ un volume d'envlron 0,1. nil. 
Uh grpupe t4moln non vaccine €igtlhcorporeii retude. 

Les poulfete sort eprouyes paii^ adm{n^Fation sous-outariee dans le oou de 
lO^TCIDso de vfnJS.WN pathogdne. 
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Sort observes rfune part \i Vff^mle, la reporise en antlcoips suns! que la 
mortaljt6. Des\aiitopsies spnt pratlqu^es pour observeir les le^ns. 

Exemple 25 : TItriag© des antlcorps neutrallsantB antl-WNVi 

s i5 Des series de dilution sont r^alkges pour cbaque s6rurn avec une rafeon de 
3 dans du milieu DMEM addWonri^ de 10% de s6mm de veau festal dar^ des. 
plaques k 96 puits.iype culture cellulalrs. A 0,05 ml du s6rum dilu4 est ajoutd O.OS 
ml de milieu de culture contenant approximatiyemerrt 200 DIGCgo/ml de WNV. Ce 
mSlange est incu^ pendant 2 heures a 37'C en §tuve en atmosphere contenant 
.10 5%C02, • . 

0,15 ml rfune suspension de. cellutss VEBp contenant environ IC© 000 
cellules par ml est efisuiie ajoirtd ^ chaqiie melange. L'effet cytopatfiique (ECP) 
est oi^rv6 par mfcroscopie & contraste de phase api^ 4^6 joure de culture k 
BT'C en atmo^dre contenant 5% COz. Les tilres neutrallsahts de chaque ^rum 
15 sont cateuISs tf apr&s la m6thod6 d0 KSrber. Les litres sont donn§s sous la forrne 
de la dilution la plus importante fnhiterit reffet cytopathlque pour 5D % d^ purts. 
Les trtres sont «g)rlmfe en loglb VNSO. CliiM|ue sSrum est tftrS au moirjs deux 
foisi de preference quatre fofe. 

20 n .doit etre bien compris que rinventiOn definie par les fevefidleations 

anhexSes n'est pas Bmit^^e aux modes do 

description ckJessuSi mars englobe les varlantes qui ne sortenl ni du cadre nl de 
Tesprit de la pti§sente invention; 



ReV^NDiCATIONS 



i: Vaccin contre le vims. WN, notatnmert 
canld^, los fdlidds, les bovid^isf, les s^uid^s et l^s piseaux, comprenant la proteine 
5 structuraia, E du virus WN ou un polynucleotide cddant pour:cette protefne E, et un 
yShlcule ou exofplerrt pharmaceuikjuement a^^^ 

2. Vaccih seion la revendlcatlon 1 » caract^ris6 en ce qu" j| comprend un 
vecteur tf expression in vivo comprenant un polynucleotide codant pour la proteine 
stnictumle . E du virus WN, et. les elements n6cessalres a regression du 

10 polynucleotide dans urie cellule hote. 

3. . Vaojin selon la revendfcatlon 2, caract6rise en ce que le 
polynucleotide code aussi pour la proteine de pr6^merhbrane prM et/ou pour la 
proteine de membrane M. 

4. Vaccin selbn la revendlcation 2, cafaoterise en ce que le 
15 polynupliSotfdec<klepQurprMrM^E. 

5. Vacteln seion rune quelconque des revendicatlons 1 H 4, caracierise 
: en ce que le polynucleotide (i^de aussi ^ 

6. VaiDciri sielon la revendlcatlon 5, caracierfe6 en ce qi/il ^*aglt cfiin 
peptide signal clu\^rus WN' 

20 7. Vaccin Wn la revendlcatlon 5, caract6rise en ce qu'il s*agft cf un 

peptkJe slgrialtieierorogue, 

8. Vaccin seloh la .reyeridloation 7, cairaicierise 4n ee quMI s'agft du 
peptlde-slgnalde I'actlyateurti5«^^ 

9. Vaccin selon fune quelconque des revendfcatlons 2 a 8, carafeterfed 
2S en ce qu'll comprend un autre polynucleotide codant pour une proteine d'une autm 

souGhe de vinjs WN eti^ou d*un autre agent p^thOQw^ 

Itt Vaccin seloh fune: quelconque des revendicatlons 2 h 9, cargcterlse 
eh qtf II comprend ^ u^^^^ 
: pdiynucieotide codant p^^^ 
3D 11. Vaccin setan la revendteatfon 10, caracierise en ce que cet autre 

vecleuf^omporte un poiynueieollde 6odant pour une proteirie du virus WN cholsle 
parmi prM, M $t prM-M. r 



12. . Vaccin selon la revendication 10, caract§rlse eh ce que Fautre 
vectei^r d'^xpression comprend yn polynucl6otide codant pour E d*une autre 

- SQUche de virus WN/ 

13. Vaccin selon fa VevendiGatipn 10, formant un vaccin multivalent, 
5 caracterise en ce que Tautre vectQur d'expresslon comprend un pofynucMotide 

. podarit pour un imnnunogene d'uh aiu^e agent pathogene. 

. 14. Vaccjn selon la revendication 10, caraot^ris^ en ce que Tautre 
vecteur d'expression corhprend un polynucleotide c&dant pour una cytokine. 

;15. Vaccin selon Tune quelconque de^ revendlcatlons 2 a 14, caractirise 
10 en ce tju© le vecteur d'expression in vivo est un vecteiir viral. 

16. Vaccin selon la revendication 15, earact^rlse en ce que le. vecteur 
rfexpresslon vfrai est un poxvinis, un adenovirus, ou un herpesvirus. 

17. Vaccin selon la revendication 16, caracterise en ce qu'll s'agit d-un 
poxvirus choisi pan^l le virus de la vaqcine, les avrpox. en partlculler canaryp6>r pu 

15 fowlpox^le swinepox Jeraccoonpoxetle earned 

18. Vaccin selon la revendication 15, caracterise art ce que le vecteiir 
tf ejq^ression est un adenovlms aviaire, caniri, bbvin; porcin ou humain. 

19. Vaccin selon la revehdroatioTi 15, caracl§rls6 en ce que le vecteur 
'tfexpression est un virus, herpfes choisi panrnl EHV-1, eHV-4, CHV; FHV, BHV,. 

20 PRS,MDV,HVTet virus herpdsdu canard. 

20. yaccin $elon Pune quelconque des revendi^^ 

en ce que le vecteur d'oxpfesslon /h v/va est .un plasrhlde qui cornporfe les 
6lenients nfeessaires a rexpresslon^du polynud^ 

2t. Vaccin seteh fune quelcongue des revendication 2 § 20, caract6rls^ 
25 en ce qu'il 6bmprend un adjuvant 

22. Vaccin selon la revendicatldn 21, caraelirisd en ce. que fadjuvant 
est. cholsi parml (1) les polymeres. de Padde acryllque oil rn6thacrylique et les 
pdyrnferes tfainhydride malelque. .el de dim alc6nyle, (2) les sequences 
immunoslfmuratrices, (3) une emulslpn hulfe-dan^Peau, (4) les llpldes calioniques 

30 contenant un sel.tfamhDonium quatemaire, (5) 1^ cytokfries. 

23. Vacdn selon la revendication 22, caracl6ite6 en ce que le ou les 
Vecteurs sont des vecieurs viraux et en ce que I'adjuvant ea un polym6re de 



facide acrylique ou mSthacryHque ou un poJymfere d'anhydrfde malejque ©t de 
derive alc6nyle. 

.24, Vacein selon te revendiqation 23, caracl§i1se en ce 
est un carbom^re. 

25. Vaccin selon la revendication 22, caraGteris6 en ce que le ou les 
vecteurs d'expresslon sont des plasrhides et en ce que I'adjuvant est un lipide 
catlonique contenant un sel d'ammonlum quatemaire. 

-126. Vaccin selon la revendlcation 25, caract^rise en ce que le lipide 
catlohlque contenant un sel d'amrhonium quaterriaire comprend du DMRIE, de 
0 pr^f^renceassocl^avecUnlipiddneutre. 

27. Vaccin selon la revendlcation 26, caract§ris§ en ce que fadjuvant 
est le DMRIE-DOPE. " 

28. Vaccin sefon la revendication 9; 14 ou.22,. caracl6rls§ en ce que la 
cytokine e§l une cytokine eMne ou une cytokine awa^^^ 

5 ; 29. Vaccfn selon la revendfcation 28, caract6rJ$e en ce que la cytokine 
est cHbteie panro Inteilefukine t8, Interieukihe 12, .interleuklne- 15, MIP-lo, QM- 

• -CSF. 

30. Vaccin selon la revendfcatlon 28, caract6rfe(S en ce que la cytokine 
ie^ choisle pairni I6s ihterieuWnes avialres clL-18, clt.-15. 

31 . Vaccin selon la revendlcatfon 28, earacl6rlsS en ce que la cytokine 
estleGM-CSF6qCiin. 

32. Vaccin seton la revendicatloi> 1, compiienant la ptoWine^structuralefe 
du virus WN et uh v6hicule ou exclplent phaitnaceulrc|uement acceptable, 
eventUellement la protSlne de pr6-nf>embmne prM et/ou la proline de membrane 
Hetun adjuvant 

33. Vaccin selon la revendlcation 32, caiact^ris^ 

choisi parmi (I) polyrnSre de I'aclde^ aciylique ou mdthaciylkiue ou polyrnfei© 
tfarihydride mal6fc|u6 et4e d6fiv6 alc6nyle, (2) sequence Irrimunostfmulatri^ (3) 
emulsion huBeKlans-Peau, (4) ^utsk>n eau-dar*5-l'hune, (5) sapbnine. oil (6). 
tiydroxyde d'ahimine; . 



34. yddcirtselohrunequelconquedesrevendlcatipns^r 

vaocM mutth/alent,' caracl6rls6 en ce qu'il cbmprend un corhposarrt de vaccin 
contre un autre agent pathogene. 

35. Vaccin selon |a revendlcatbn 34, caracteris6 en que le compqsant 
5 contre un autre agent pathdgdne comporte un fmmunog^ne sous forme de sous- 

unitS, de I' agent Inactive ou de fag^rit att^nuS, ou bien encore un vecteur 
tfexpressfon code pour unhrnnriunog^nedecet autre agent.pathogSne. 

36. Vaceh selon la revendication 34 ou 3S. caracteris6 en ce qu'il 
Cbmprend un eomposant de vaccin contre le virus de la rhinoprteumonie Equine, 

10 conlr^' le virus de la grippe Equina, contre le virus de I'enc^phallte de TEst. centre 
le vinis de I'Enc^phalite de I'Ouest, contre le virus de I'Enc^phalite y6n§zuelienne, 
contre C^osfm//am teten/, etieuis rndlanges. 

37. . Vaccin selon la revendication 34 ou 35, caract§ris6 en ce qu'il 
cisnrsprend un eomposant de vaccin oontre to virus de la maladfe de Marek, contre 

15 Id vims de la maladle de Newcastle, cohtre le vin^ d& la mala^He de Gumborp, 
contre le virus de la bronchite infectleuse, contre le ^flras de ran6mle infedieuse, 
contre le virus de la larynigotrach^fte infedieuise, contre te vims de 
renc^^halomyelite, centre le vims de ffentirite h^morraglque, cootre le vims de la 
pneumovjrose, contre le vjnis, de la pesle aviaire. contre le vims de 

20 rhydropdricardHe dii pouiet, cohtre le riovinis aviaires, contre Escherichia coO, 
oontre M/cop/isma 4?a////»amm, centre Mycoplasma, gatt^piicum, contra 
HaemophUus.ai^ium, contre Pastei/rete gskirmarUm, centre Pisfewmife multoaaa 
flta///cWa, et leurs mSlartges. . - 

38. Vecteur d'exppession /n v/vp ou h vitfQ, comprenant eomrpe unique 
polynucleotide du vims WN, un polynucteotlde codant pour la proliioe E et 
6ventuell^rnent un pep^e signal du virus WN, et. tes didments necessaires k 
fejgH^'dn dupolyjnticl^de. 

39. Vecteur tfexprwslon in vivo win vHro, cornpren^ cofnme unique 
polynucl^olfde du vims WN, un |>p^ucl6otlde codant pour la prot^infe E et pour 
prM et/ou M, et ^ventiiellement un peptide signal du virus WN, et les ^Idmente 
n6cessalr«s ii re}(pre$8ion dupolynucl^tide. 
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40/ Vecteur ^expression iri vfvo ou in vitro, comprenant comma unique 
polynucleotide dii virus WN, un pol^ucl6otfde codant pour prM-M-E et 
eventuellemerit un peptide signal du virus WN, et les elemeDts necessaires a 
^expression du polynuclebtide. 
5 . 41 . Plasmlde comprehant un polynucleotide codant pour la protelne E et 
les^l^ments ndoessaires h Pexpression du polynucl^tide Invtvo. 

42. Vecteur herpfes, de preference HVT ou EHV, comprenant un 
polynucleotide codant pour la proteine :E et les 6l6ments necessaire^ a 
rexpression du. polynucleotide /n vivo, 
10 43. Vecteur pox ctioisf pamiMes aylpox, le svirfnepox, le racoonpox et le 

camelpox, de preference canarypox ou fowlpox, comprenant un polynucleotide 
codant pour la proteine E .et les eienients n6cessalres k rexpression du 
polimucieotide //) vh/o: 

44. Vecteur adenovinis comprenant un pob/nuciebtide codant pour la 
15 proteiij^ E et les elements necessaires ^ Texpresslon du polynucleotide in vivo. 

45. Plasmlde ou vecteur selon fum des irevendlcatlons 38 44, 
^racterise be que le polyhuoieotide^i^ 
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MERIAL 

VACGIN CONTRE LE VIRUS DE LA REVftE DU NIL 

L'inventlon conceme des vecteure (fexpresslon /h vh/o et in vitro 
comprenant un polynucleotide codant pour la proteihe structurale E du virus de la 
fievre dq Nil ou virus WN, ^ventueilernent asspciS ^ un polynucleotide codarrt pour 

10 la prot^ine d© pre-membrane prM et/ou pour la prot6lne de membrane M, 
notamment sous la forme co<jant pour prM-M-E. Des vaccins vfvarits Incprporent' 
de tpis vecteufs d'expresslon in vivo: Les veeteurs d'expresslon in vitro sont 
utilises pour produire leis prot6ines in vitro qui pdurront ensulte Stre utHtsees dans 
des vacdris de sous-unites. L'inventlon concerhe aussS des vacdns mu^ 

15 comprenant un. composant de vaccin cpntfe le virus WN et un conipiosant de 
vaccipi contria un autre agent pathog^ne. LWentlon vise principatement les 
, equid6s, les cahld^s, Jes f etld^, les bovid^ ies suic|6s et les piseaux. 



